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中文摘要 
    Xanthomonas 屬為革蘭氏陰細菌且是世界重要植物病原菌之一，
可造成許多農業損失。其中火鶴花細菌性葉枯病菌及水稻白葉枯病菌
會感染許多台灣地區之經濟作物，為能早期鑑定出火鶴花細菌性葉枯
病菌及水稻白葉枯病菌，本研究利用 gyrB、virD4、rpoD 及 Lytic eznyme
等序列並結合 PCR 開發快速之檢測技術。研究中將火鶴花細菌性葉
枯病菌、水稻白葉枯病菌、檬果細菌性黑斑病菌、茄科細菌性斑點病
菌、十字花科黑腐病菌及柑桔潰瘍病菌基因體中之 gyrB、virD4、rpoD
及 Lytic eznyme 等序列進行核酸選殖，利用生物資訊進行多序列比對
顯示序列間之差異性，並進一步利用火鶴花細菌性葉枯病菌及水稻白
葉枯病菌之序列差異處設計專一性引子組搭配聚合酶連鎖反應技術
進行引子組之鑑定。在偵測火鶴花細菌性葉枯病菌方面，分別使用
XAD-virD4、XAD-gyrB 及 XAD-LE 等 3 組專一性引子組，其 PCR 檢
測之專一性皆為 100％，其中 XAD-gyrB 引子組可偵測之敏感度介於
40pg 與 4pg 之 DNA 濃度或 103cfu 與 102cfu 之間，而 XAD-virD4 引
子組可偵測之敏感度介於 2pg與 200fg 之DNA濃度或 102cfu與 101cfu
之間，至於 XAD-LE 引子組其偵測之敏感度介於 30pg 與 3pg 之 DNA
濃度或 102cfu 與 101cfu 之間。在偵測水稻白葉枯病菌方面，分別使用
XOO-gyrB 及 XOO-rpoD 等 2 組專一性引子組，其 PCR 檢測之專一性
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皆為 100％；其中 XOO-gyrB 引子組可偵測之敏感度介於 30pg 與
3pgDNA 濃度或 102cfu 與 101cfu 之間，而 XOO-rpoD 引子組可偵測之
敏感度介於 40pg 與 4pg 之 DNA 濃度或 103cfu 與 102cfu 之間。此外，
研究中利用多引子組 PCR(Multiplex PCR)之技術來偵測火鶴花細菌
性葉枯病或水稻白葉枯病菌。以引子組 XAD-virD4、XAD-gyrB 及
XAD-LE 之組合用於偵測火鶴花細菌性葉枯病；引子組 XOO-gyrB 及
XOO-rpoD 之組合用於偵測水稻白葉枯病菌，其結果顯示引子組之組
合專一性皆為 100％。因此可知，PCR 及多引子組 PCR 為可使用及
可靠之偵測技術，可用於篩選及偵測火鶴花細菌性葉枯病菌及水稻白
葉枯病菌之診斷工具。 
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Abstract 
Xanthomonas is a Gram-negative bacterium and one of the most 
important phytopathogenic bacteria in the world, which causes many 
agricultural loss. As Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae (Xad) 
and Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) affected many economic plants 
in Taiwan. In order to identify Xad and Xoo at the early stage of infection, 
we plan to develop a rapid detecting technique based on the DNA 
sequences of gyrB、virD4、rpoD and Lytic enzyme. We cloned several 
DNA fragments from different species of Xad、Xoo、Xcm、Xav、Xcc and 
Xac, and the bioinformatics analysis of Multiple Sequences Alignment 
displayed the diversity sequences. The specific primer-pairs were 
designed for the PCR identification of Xad and Xoo by the diversity 
sequences. On the detection of Xad, the PCR detection results of 
XAD-gyrB、XAD-virD4 and XAD-LE revealed the specificity will be 
100％. The sensitivity of XAD-gyrB the will be 40 pg-4 pg DNA or 103 
cfu-102 cfu. The sensitivity of XAD-virD4 will be 2 pg-200 fg DNA or 
102-101 cfu. The sensitivity of XAD-LE will be 30 pg-3 pg DNA or 102 
cfu-101 cfu. On the detection of Xoo, the PCR detection results of  
XOO-gyrB、XOO-rpoD the specificity will be 100％. The sensitivity of  
XOO-gyrB the sensitivity will be 30 pg-3 pg DNA or 102 cfu-101 cfu. The 
sensitivity of XOO-rpoD the sensitivity will be 40 pg-4 pg DNA or 103 
cfu-102 cfu. Moreover, we used Multiplex-PCR method to detect Xad or 
xoo. The combination of XAD-virD4、XAD-gyrB and XAD-LE was used 
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to detect Xad and the combination XOO-gyrB and XOO-virD4 was used 
to detect Xoo. The results revealed the specificity of these combinations 
will be 100% for detection. Accordingly, the PCR and multiplex PCR are 
useful and reliable methods for the detection. This technique could be a 
diagnostic tool for screening and monitoring of Xanthomonas axonopodis 
pv. dieffenbachiae (Xad) and Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). 
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壹、前人研究 
Xanthomonas 為革蘭氏陰性 (Gram negative)，絕對好氧菌 (obligately 
aerobic)，不產生孢子 (non-sporing)，其菌體大小為 0.2-0.8×0.6-2.0 
μm，細胞型態為桿狀並具有單極生鞭毛。在代謝方面則具有 catalase
活性，但不具 (或有微弱) oxidase 活性，無法將硝酸 (nitrate)還原成
亞硝酸(nitrite)，也無法利用 asparagine 當做生長的碳及氮素源。本屬
細菌在培養基上，多數呈現光滑、黃色、具黏稠狀的菌落 (smooth 
yellow mucoid colonie)。菌落呈黃色的原因，因 Xanthomonas 屬細菌
可產生稱為 xanthomonadins 的黃色素 ( Saddler and Bradbury, 2005)，
其功能為具有保護細菌免受光氧化的傷害 ( Jenkins and Starr, 
1982)。此外，本屬細菌亦會分泌 xanthan gun 的細胞外多醣類 
(extracellular polysaccharide)，使菌落呈現光滑具黏稠性。 
  Xanthomonas 屬之植物病原菌寄主範圍廣泛，可感染多種具有重要
經濟價值的作物，依台灣植物病害名彙及相關研究報告，包括感染火
鶴花的 X. axonopodis pv. dieffenbachiae (Xad) (許與黃, 1991 )、感染水
稻的 X. oryzae pv. oryzae (Xoo)、感染檬果的 X. campestris pv. 
mangiferaeindicae (Xcm) (黃等, 1997) 、感染柑桔的 X. axonopodis pv. 
citri (Xac)、感染十字花科作物的 X. campestris pv. campestris (Xcc)、
感染茄科作物的 X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav)、感染豆類作物的
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X. axonopodis pv. glycines 或 X. axonopodis pv. phaseoli ( Hsu and 
Tzeng, 1979 ) 以及感染桃樹的 X. arboricola pv. pruni ( 翁與吳, 1977 )
等。本研究針對 Xanthomonas 屬中之火鶴花細菌性葉枯病菌、水稻白
葉枯病菌進行檢測技術之開發工作。以下將就二種病害之特性加以說
明： 
一、火鶴花細菌性葉枯病 
    火鶴花屬天南星科之宿根花卉，具有花期長、花型獨特及花
色豔麗之特色，在市場上可提供切花、切葉及盆花觀賞。依財政
部關稅總局資料顯示，在 2008 年 1 月~8 月統計，其產值約達 6.8
億。目前在台灣其栽種面積已達 160 公頃，主要分布在中南部之
台中、南投、嘉義、台南及屏東等縣市 (行政院農業委員會農糧
署，2010)。 
  1.病害史：此病害最早記載於 1939 年在美國的紐澤西州的黛粉葉 
( Dieffenbachia spp. )上發現，僅造成葉斑 ( leaf spot )當時命名為
Bacterium dieffenbachiae ( McCulloch and Pirone, 1939 )。1978 年
本菌之名稱改為 Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae 
( McCulloch and Pirone ) Dye ( Bradbury, 1984 )，並於 1995 年依
據 DNA 雜合反應( DNA-DNA hybridization )，重新命名
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae ( Vauterin et al., 
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1995 )。 
      本病害曾於 1960 年在巴西發現，1972 年開始危害夏威夷火鶴
花   ( Hayward, 1972)。在 1987 年時夏威夷火鶴花栽培地區大面
積發生葉枯病，造成夏威夷火鶴花產業五百多萬美元的經濟損
失，使其火鶴花產業嚴重受損 ( Chase et al., 1992 )。目前，本病
害分布在許多生產火鶴花之地區如: 委內瑞拉 ( Guevara and 
Debrot, 1987 )、巴西 ( Coltri et al., 2000 )、加勒比 ( Rott and Prior, 
1987)、美國加州及佛州 ( Cooksey, 1985；Norman et al., 1999 )、
菲律賓( Natural, 1990 )、法國玻里尼西亞 ( Mu, 1990 )、法屬留尼
旺島( Soustrade et al., 2000 )、土耳其 ( Aysan and Sahin, 2003 )，
可知細菌性葉枯病之發病區域相當廣泛。在台灣則於 1991 年在
南投縣種植的橘色系火鶴花上首次發現，發病時葉片產生有黃化
之壞疽病徵，經鑑定證實為細菌性葉枯病菌 (許與黃, 1991 )。隔
年 1992 年在南部種植的粉紅系火鶴花葉片上發現黃化病徵之葉
枯病，此病害陸續在全省之火鶴花產區發現 ( 許, 1994 )。 
        由於葉枯病菌具有系統性感染之特性，因此只要繁殖用母         
株帶葉枯病菌，則病菌容易被傳播；且由 Norman 等人報告顯示
葉枯病菌可以存活在火鶴花組織培養苗中一年以上，只要繁殖用
母株帶葉枯病菌，雖然在瓶中不易發病，但移入園中則容易出現
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病害 ( Norman et al.,1994a )。而利用免疫學方法偵測在無病徵葉
片上的病原菌，也證實部分植物會被潛伏感染 ( Norman et 
al.,1994b )。另外有研究指出，具有忍受性或抗病性的火鶴花品
種，葉片雖無病徵但葉枯病菌仍存在葉表，這些抗病品種很可能
變成葉枯病菌二次傳播的接種源 ( Fukui et al., 1996 )。 
  2.寄主範圍  
        Xad 可為害所有的天南星科植物 ( Family Araceae )，目前已
知可感染粗肋草屬 ( Aglaonema spp. )、花燭屬 ( Anthurium 
spp. )、黛粉葉屬 ( Dieffenbachia spp. )、柃樹藤屬 ( Epipremnum 
spp. )、蔓綠絨屬 ( Philodendron spp. )、合果芋屬 ( Syngonium 
spp. )及黃肉芋屬 ( Xanthosoma spp. ) (許，1994 )。                                                            
  3.病徵 
       本病原菌可經由自然開口及傷口等侵入感染，病徵會因寄主
品種不同而有所差異，但主要之病徵初期自葉尖或葉緣處開始出
現水浸狀斑點，後漸轉為壞疽斑，周圍有明顯的黃色暈環，在黃
暈外的葉片上有時會有局部黃化現象，發病後期黃褐色病斑轉為
暗褐色，並漸漸乾枯；在一般火鶴花栽培場中可同時發現水浸狀
斑、黃化及壞疽斑等病徵，病勢進展較快，則可快速擴展至葉柄
及莖部，當葉柄出現黃化時，此葉柄則極易掉落，此時將掉落之
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葉柄稍加擠壓可見黃色菌泥，發病末期整株植物由黃化轉為灰褐
色而死亡 ( 許，1994 )。 
  4.診斷技術 
        許氏與林氏以多源抗體免疫分析法將台灣火鶴花細菌性葉
枯病菌分成 2 種血清型 A008 及 A072，在雙向瓊脂免疫擴散試驗
測定，結果發現 A008 抗血清只與由台灣分離之葉枯病菌 177 個
供試菌株中之 2 個菌株形成明顯之反應帶，所佔比率為 1.1％；
而 A072 抗血清則與供試菌株中之 168 個菌株間均形成明顯反應
帶，所占比率為 94.9％，顯示 A702 抗血清與大部分的台灣葉枯
病菌有血清類緣關係。利用 direct DAS-ELISA 可檢測到 106 
cfu/ml 菌量。若以 ET 培養基 ( esulin-trehalose medium )先增量培
養後再利用 direct DAS-ELISA 方式進行偵測，則可檢測的菌量
約 102 cfu/ml ( 許、林，2000 )。 
        在火鶴花細菌性葉枯病之分離上，夏威夷大學之研究人員曾
研發出 2 種選擇性培養基：cellulose-strach medium 及
esculin-trehalose medium 可抑制火鶴花上其他微生物之生長，並
可初步分離出 Xad，若再搭配上葉枯病菌分離株之專一性單原抗
體之 Miniplate Enrichment/ELISA 偵測系統，其準確度為 97％，
偵測極限為每 10μl 檢測品中含一個病原細菌，但整個檢測流程
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需 5 至 6 天方可完成( Norman and Alvarez, 1992 )。Laurent 等人
研發出新的半選擇性基  
Neomycin-Cephalexin-Trimethoprime-pivMecillinam 4 ( NCTM4 )
和傳統型選擇性培養基 esulin-trehalose medium ( ET )及
Cellobiose-starch ( CS )做比較，其結果顯示 Xad 在 CS 培養基生
長速度比其它兩個培養基需多花費 24-48 小時；而 NCTM4 在篩
選從火鶴花中所分離出之菌株和 ET 培養基做比較，擁有更高的
專一性、正確性和重複性 ( Laurent et al., 2009 )。 
       在核酸探針研發方面，林與林的研究中利用葉枯病菌 16S-23S 
rDNA 基因的保守性，於 16S rDNA 及 23S rDNA 設計出廣效性
引子對 Bf1/Br1，可增幅出包含有基因區間之 585 bp PCR 產物，
經解序後與其他 Xanthomonas 屬細菌之 16S-23S rDNA 多序列比
對後，利用序列差異設計出針對 Xad 之專一性引子對
Dif1/Dir1(5'- CCGGTATGCGAAAGTCCCATCA 
-3'/5'-GCGTATGGCCCCGAGGCAAC-3')，經 PCR 檢測可對 Xad
專一性擴增出 409 bp 片段大小，其對照組皆無反應，此引子組偵
測極限為 1.5pg 之純化 DNA 或 3-4 個細胞 ( 林與林，2002 )。在
2006 時研究人員以 Random Amplified Polymorphic DNA ( RAPD )
針對 Xad 找出專一性條帶再將其定序，從序列中設計專一性引子
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組，以 nested PCR 可對 Xad 增幅出 785 bp，偵測極限為 103-102 
cfu ml-1 且本研究將菌液接種在火鶴花上以 nested PCR 做偵測，
其偵測極限為 106-107 cfu ml-1 ( Isabelle et al., 2006 )。          
  5.細菌性葉枯病之防治方式 
        細菌性葉枯病菌之防治工作早期都是利用化學藥劑，常用者
如銅劑及鏈黴素藥劑，但抗生素藥劑使用多年後，很快就有抗藥
性菌株產生，甚至也對銅劑已產生抗藥性菌株產生，造成病害防
治之困擾 ( Alvarez et al., 1989, Nishijima, 1998 )。台灣大部分葉
枯病菌分離株對鏈黴素具有抗藥性，部分對氫氧化銅及鹼性氯氧
化銅等銅劑具有抗性，而有機硫磺劑及四環黴素之藥劑對病菌具
有抑制之效果 ( 許及林，1998 )。生物防治為目前植物病害防治
的策略之一，可取代化學藥劑且對環境衝擊較小、安全性高。在
火鶴花細菌性葉枯病之生物防治，Fukui 等人從火鶴花葉緣水孔
所溢出之分泌液，分離出 5 種具生物防治潛力之細菌，並將 5 種
拮抗細菌以單獨及不同組合施用下，發現單獨施用時，以 GUT6
的防治效果最佳，而在不同處理以 GUT4 和 GUT5 的組合最佳 
( Fukui et al., 1999ab )。夏威夷火鶴花產區採用嚴格的田間衛生管
制 ( Sanitation )，隔離罹病株，消毒農具及配備，減少罹病植物
將病原傳播至健康植株上並配合無病原菌組織培養組苗之栽
 
 
- 8 - 
種，而且盡量栽種抗病品種。由於市場對於花型、花色的需求，
迄今無法全面栽種抗葉枯病之品種。 
二、水稻白葉枯病  
        水稻為世界性重要穀類作物，在亞洲約有十幾億人口以此作
物為主要糧食。台灣水稻每年栽種兩期，以行政院農委員會農糧
署資料顯示，民國 98 年其第 2 期栽種面積為 103,682 公頃，
而到民國 99 年 2 月截止其第 1 期栽種面積為 50,540 公頃 
( 行政院農委員會農糧署，2010)。由 X. oryzae pv. oryzae 所引起
之水稻白葉枯病 ( bacterial blight )，廣泛的影響世界各地水稻栽
培 ( Mew, 1987 )，不僅造成稻穀產量之損失，亦導致稻米品質低
劣。為世界水稻生產中嚴重的細菌性病害。 
   1.水稻白葉枯病菌之分類: 
       水稻白葉枯病菌之分類地位，一直有爭議性，故其學名一再
的更正修改。此病原菌最初由 Hori 和 Borkura 分離出黃色菌落，
並測定其病原性，將其定名為 Bacillus oryza；1943 年，Dowson
再將其改名為 Xanthomonas oryzae 並普遍獲得有關學者之認同
( Dowson, 1943 )。1980 年 Dye 等認為 X. oryzae 和 X. campestris
除病原性不同外，在生理生化反應上幾乎相同，故建議修正學名
為 X. campestris pv. oryzae，而葉條紋病則被定名為 X. campestris 
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pv. oryzicola ( Dye, 1980 )。有關本病原學名的定名，亦由脂肪酸
分析 ( Stead, 1989 )、單元抗體免疫測試 ( Benedict et al., 
1989 )、限制酶切割 DNA 多型性分析 ( restriction fragment length 
polymorphism, RFLP )等有關試驗結果，將 X. campestris 進一步
區分開來。基於此 Swing 等以六株 X. campestris pv. oryzae 及 X. 
campestris pv. oryzicola菌株，和Xanthomonas之各個種 ( species )
做 DNA 結合 ( DNA binding )反應，建議將白葉枯病及葉條病菌
由 X. campestris 中獨立出來，成為 X. oryzae pv. oryzae 和 X. oryzae 
pv. oryzicola ( Swings et al., 1990 )。 
2.病害史： 
          水稻白葉枯病最早在 1884 年發生於日本之福岡，之後陸
續發生於亞洲各國包括韓國、菲律賓、尼泊爾、高棉、孟加拉、
寮國、印尼、泰國、印度、馬來西亞、中國大陸、錫蘭、越南、
緬甸國 ( 謝, 2007 )，為亞洲水稻之重要病害。除了發生在亞洲
各國外，在澳洲 ( Mew, 1993 )、美洲 ( Mew, 1993 )、尼泊爾 
( Tika, 1999 )均有文獻記載。 
        本省有關白葉枯病之文獻記載顯示，最早記載在 1951 年，
由橋岡氏所發表，當時病害發生輕微，直至 1960 年台中〝在來 1
號〞推出，並以此品種當親本育成耐高氮肥，不倒伏品種後，白
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葉枯病漸成為本省重要水稻病害 ( 謝, 1978 )。1974 年推出〝嘉
農汕 11 號〞和〝嘉農汕 8 號〞，更使急性萎凋型病徵 ( Kresek )
首先在本省出現( Hsieh, 2003 )，造成水稻更嚴重之損失。本省白
葉枯病發生區域多侷限於高屏、東海岸花蓮及宜蘭地區，至 1985
年二期作突然大發生，受害面積超過四萬公頃，且發生地區遍及
全省各地。白葉枯病在本省只要發生在二期作，尤其若遇颱風或
長期下雨，易造成嚴重流行，而一期作直至 1981 年後才逐漸嚴
重發生，在 1989 年第一期作受害面積達 13,355 公頃，1992 年春
夏多雨，受害面積創第一期作最高紀錄 15,465 公頃 ( 林，2009 )。 
3.寄主範圍 
        X. oryzae pv.oryzae 之寄主除水稻外，尚有Leersia oryzoidea， 
L. sayanuka，Zizania latifolia，Cyperus rotundus L，C. difformis，
L. hexandra Sw.，L. hexandra，以及下列野生稻Oryza 
australiensis，O. coarctata，O. jeyporensis，O . malampuzhensis，
O. officinalis，O . penennis和O . rufipogon ( 謝, 2007 )。 
  4.病徵 
       白葉枯病通常在分薻盛期前後出現，主要危害葉片，為一種
系統性病害。病原進入之途徑，主要為傷口或自然開口，侵入後
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可經細胞間隙到達維管束，可在此繁殖及移動，所以又稱維管束
病害( vascular disease )( Mew, 1987)。其病徵分為三種型態，分別
為葉枯型 ( leaf blight )、急速萎凋型 ( Kresek )及葉片淡黃型
( pale yellow leaves ) ( Hiesh 2003 , Mew 1987 , Ou 1985 )。 
      (一)、葉枯型病徵( leaf blight ) 
            為一般常見的主要病徵。在水稻插秧後 3～4 星期開始
出現病徵，在離葉尖數公分處的葉緣出現水浸狀小斑，隨後逐
漸延長轉變成枯黃色，其病斑會沿一邊或二邊葉緣往中肋蔓
延，最後達葉鞘，黃色病斑最後變成灰白色，葉片呈現條狀病
斑。當溫度 25～35℃為最適合病害的環境下，水浸狀和灰綠色
病斑出現不久，罹病葉片即向內捲起，病斑很快向下延伸，而
上端葉片被害部分萎凋呈灰白色，嚴重時整株葉鞘都褪色，有
黏狀菌泥溢出。此類病斑常會使受害株根部發育不良，植株矮
小，分蘗少，空殼比率提高，影響產量至鉅 (林，2009 )。 
      (二)、急速萎凋型( Kresek ) 
           大多發生在幼苗期。受感染之幼苗外葉捲起，萎凋並呈
灰綠到灰褐色，植株明顯矮小，稻株基部有軟腐現象，並有黏
性黃色菌泥出現。偶而會出現於成株，此時多發生在孕穗或開
花期時，數條大白斑紋出現在劍葉，往下延伸至葉鞘，幼穗萎
 
 
- 12 -
凋成白色，最後整株水稻枯死 (林，2009 )。 
      (三)、葉片淡黃型( pale yellow leaves ) 
            本型病害經常感染幼小的葉片，發病株下位葉顏色正
常，新葉呈淡黃色。若發生於盛期，其上位第 1 至 3 葉呈現淡
黃色；若於孕穗末期至抽穗期發病，則主要提供稻穗養分來源
的劍葉初期顏色逐漸轉為淺綠色，而後由葉尖向下黃化。在菲
律賓可見此病徵，其發生與缺鐵很類似 ( Mew,1987 )。 
5.診斷技術 
  (一)、核酸探針 
            陳等人之研究指出由分離自花蓮的菌株 TXO38 之
geomic DNA 利用 EcoRI 切割，以 pUC18 為載體進行選殖。共
選殖 27 個核酸片段，依長度與限制酵素剪切片段型 ( pattern 
types )，收集此 27 個轉形株做為 Xoo 部分基因庫 ( partial 
genomic library )。其中逢機選取 9 個 DNA 片段，將其製備為
核酸探針。利用墨點雜配與南方漬染法測試其對 Xoo 專一性，
其結果顯示：9 個探針中以 XO38-1a (0.5 kb) 與 Xoo 具有較高
專一性，對所有取樣的 30 株 Xoo 菌株皆有雜合訊號產生，而
與其他 15 株非 Xoo 菌株進行專一性測試；僅對 Xcv12 產生雜
合訊號(陳等人，1997)。 
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      (二)、RAPD 
            文獻指出利用 RAPD 方式以篩選水稻白葉枯病菌之專
一性核酸片段。在選取的引子中以 OPB-11 自測試之白葉枯病
菌株增幅約 500 bp 專一性核酸片段。將此片段進行選殖並經非
放射性標幟後製備為核酸探針 Xo69-1，以進行南方漬染分析。
結果 Xo69-1 皆可與 Xoo 供試菌株產生專一性核酸雜合訊號，
而與其它對照菌株則無此訊號產生。再將此 500 bp 專一性核酸
片段進行定序，並由此序列設計出正向引子 Xf69-1 及反向引
子 Xr69-2，可由供試之 Xoo 菌株增幅得 367 bp 專一性核酸片
段，而與非 Xoo 對照之菌株，則無此訊號產生。將此專一性引
子組 Xf69-1/Xr69-2，利用 PCR 技術偵測 Xoo 基因體核酸時，
其靈敏度可達 500 pg ( 謝, 2007 )。 
      (三)、Specific sequences 
         (A)、Internal transcribed spacer (ITS) 
              Naoto and Takashi 研究中將 Xanthomonas 屬之
16S-23S 中間序列作選殖、定序，並利用序列差異性針對 Xoo
菌株設計出專一性引子組，分別命名 XOR-F/XOR-R，針對 26
株 Xoo 菌株和 15 株其他 Xanthomonas 屬菌株進行 PCR 檢測，
其結果顯示可對 Xoo 菌株增幅出 470 bp 條帶，但對於 X. 
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campestris pv. cirtri、X . campestris pv. incanae 及 X. campestris 
pv. zinniae 均會產生條帶。在敏感度方面，其偵測極限為 4×101 
cfu/ml ( Naoto and Takashi, 2000 )。 
        (B)、Insertion sequence ( IS ) 
             Sakthivel 等人針對 Xoo 之 insertion sequence( IS1113 )
設計專一性引子組，命名 TXT/TXT4R，針對從各國家分離出
12 株 Xoo 菌株和從水稻葉片上分離出其他屬之菌株進行 PCR
分析，其結果顯示可對 Xoo 菌株增幅出 964 bp 條帶，但對於
X.oryzae pv.oryzicola 亦會產生條帶。在敏感度分析，其偵測極
限為 105 cfu/ml 及 55 fg ( Sakthivel, 2001 )。 
        (C)、Conding sequences (cds) 
             Zhao 等人針對 Xoo 菌株之 cds 基因序列設計出專一性
TaqMan 探針並搭配 real-time 方法，其結果指出整個檢測流程
只需花費 2 小時，其敏感度比 PCR 高出 100 倍 ( Zhao, 2007 )。 
6.水稻白葉枯病之防治方式 
     現行防治白葉枯病的方法主要有化學藥劑、氮肥管理、以及
抗病育種及生物農藥的應用。有關化學藥劑的使用，雖有少數
幾種藥劑可用於本病防治之應用，唯其有效性多半相當有限
( Devadath, 1989 )。氮肥的管理，多數學者認為避免過量施用氮
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素以及少量多次之分施方式可以有效減低白葉枯病的危害
( Padmanabhan, 1983 )。至於抗病品種的栽種應用，許多抗白葉
枯病品種，栽培後會有抗病性減退或喪失等嚴重問題( Adhikari 
et al., 1994 )，且抗病品種培育時程太長，對本病之防治有緩不
濟急之缺點。生物農藥利用自然環境中的細菌、真菌、病毒等
或其他毒性物質，作為防治病蟲害之藥劑，由於其具專一性且
對環境生態影響少，也使目標病蟲草不易產生抗藥性，開發生
物性農藥為目前農藥研究的重點。林等人 ( 2003 )研究顯示，
各供試藥劑在不同施用倍數下，以放射線菌( Streptomyces spp. )
及枯草桿菌( Bacillus spp. )施用對水稻白葉枯病即具防治效果。  
 三、診斷技術 
     (一)、生理生化檢測法 
            依據 Schaad 等人 ( 2001 ) 之方法，可先做革蘭氏染色
( Gram stain )、oxidase 活性、及 xanthomonadin 產生等三種測試，
若測試結果符合上述特徵，則所測試的病原細菌應為
Xanthomonas 屬細菌。在病原細菌鑑定中經常利用包含近 1500
種微生物資料的 Biolog Microstation System 自動鑑定系統，這是
目前微生物鑑定系統中資料較完備。此系統配合電腦使用，在
Biolog MicroPlate 共有 96 個培養孔，包含一個對照組及 95 種碳
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源為主之化合物，包含碳水化合物、胺基化合物、醣類等，藉由
微生物對這些化合物利用與否，呈現一個代謝指紋加以區分。此
系統有時可鑑定到〝pathrovar〞之分類地位，若系統資料庫中無
此種菌株，則可鑑定出細菌之屬名。吳等人 ( 2007 )的研究利用
寄主範圍測試及 Biolog 全自動菌種鑑定系統，首次在台灣發現
可感染供試十字花科蔬菜、葫蘆科作物、番茄及大豆。     
    (二)、酵素免疫分析法(ELISA) 
          在 1977 年酵素連結抗體吸附反應(enzyme-linked 
immunoassay，簡稱 ELISA)的技術法發展出來後，開始大量被應
用在細菌及病毒的檢測上。此技術優點操作簡單及快速、敏感度
高並可應用在田間病原之檢測。Alvarez 等人 ( 1985 )以
DAS-ELISA 偵測甘藍黑腐病原細菌，在 510 個檢測樣本中其偵
測率為 96.8％。王與鄭 ( 2001 ) 之研究顯示，由甜瓜分離之瓜類
細菌性果斑病菌菌株 Aa31 細菌全細胞製備全細胞製備抗血清，
並利用間接 ELISA和 DAS-ELISA 檢測方法，分別可以偵測到 104
和 105 cfu/ml 濃度之病原細菌。Jin 等人 ( 2001 ) 以 ELISA 偵測
柑橘潰瘍病原菌(Xac)，其偵測極限為 3×105 cells/ml 濃度之病原
細菌。陳氏在荖葉荖花細菌性角斑病之研究中，使用非直接
ELISA，可以偵測到 106 cfu/ml 濃度之病原菌 ( 陳，2003 )。吳
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等人 ( 2005 )在甘藍分離黑腐病原細菌菌株 Xcc421 細菌全細胞
製備抗血清，使用間接型 ELISA 檢測法，可偵測到 104-105cfu/ml
濃度之病原菌。 
    (三)、聚合連鎖反應 
       (A)、gyrase DNA 
            DNA 分在進行複製、轉錄、修補時，都需要將雙股 DNA
分子分開，此時負責釋放 DNA 負超螺旋結構或在事後重新將雙
股 DNA 形成負超螺旋結構的酵素，一般稱為拓樸酵素
( topoisomerase )。在細菌的括樸酵素可分成兩大類 ( type )：Type 
I 包含 DNA topoisomerase I 及 DNA topoisomerase III。Type II 的
括樸酵素則包含 topoisomerase II 及 topoisomerase IV，而 DNA 
gyrase 在細菌上為 topoisomerase II 的簡稱。在細菌上，正常有
功能的 gyrase 蛋白是由 gyr A 及 gyr B 基因分別轉譯出的兩個 A 
subunits ( Gyr A)及兩個 B subunits(GyrB)所共同組成的四極體
(tetramer)蛋白(A2B2) ( Klevan et al., 1980 )。在 gyrase蛋白上Gyr A 
subunits 負責切斷及重新連接 DNA 分子，Gyr B subunits 則具有
ATP 水解酵素活性 ( Mizuuchi et al., 1987 )。gyr B 基因存在所有
細菌體內並受限於水平遺傳( horizontal transmission ) ( Kanako et 
al., 2001)，不易受到特殊生長環境影響而發生突變，其演化速率
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及差異性高於 16S rDNA ( Dams et al., 1988；Yamamoto and 
Harayama, 1998；Fukshima et al., 2002；沈, 2006 )，可用於分析
不同細菌族群之類源關係，例如：Acinetobacter 屬(Satoshi and 
Harayama, 1996 )，Salmonella 屬、Shigella 屬、Escherichia coli 
( Fukushima et al., 2002 )，Xanthomonas 屬( Neil et al., 2007 )，不
同屬之分析結果顯示 gyr B 基因可成功區別類源關係相近菌種
與種內菌種。Susumu 等人 ( 2008 )利用 Restriction fragment length 
polymorphism 分析 Campylobacter 屬之不同 12 小種之菌株 gyrB
基因，在從不同條帶(pattern)中設計出小種之專一性引子組，其
結果顯示皆可增幅專一性正確片段大小(Susumu et al., 2008 )。 
         (B)、rpoD DNA 
             原核生物在調控基因的轉錄作用( transcription )上，
RNA 聚合酶 ( RNA polymerase )扮演重要的角色，其參與執行的
轉錄的起始( initiation )、延長( elongation )和終止( termination )
三階段反應。Bautz 等人 ( 1969 ) 純化 RNA 聚合酶時發現，其
有不同的次單元分別是 α，β，β’及 σ 所組成，而且分子數的比例
為 2：1：1：1。其中 σ 會與核酶(core enzyme)組合形成全酶
(holoenzyme)，可辨認特異性的啟動子(promoter)並與之結合，造
成整個 RNA 聚合酶(RNA polymerase)的立體結構改變，而使結構
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基因(structure gene)產生轉錄。而有關 σ 因子的研究方面，目前
已陸續由不同的菌種中發現各種不同的 σ 次單元。本研究中所使
用之 rpoD 基因為 RNA Polymerase sigma factor Sigma-70，主要負
責菌體內一般性之轉錄作用(Housekeeping transcripition)，又稱為
sigma 因子(Primary sigma factors)( 謝，2000 )。 rpoD 基因，為
細菌不可缺少之因子，並受限於水平遺傳 ( horizontal 
transmission )其演化速率及差異性高於 16S rDNA ( Yamamoto 
and Harayama, 1998 )更適合用於分析不同細菌族群之類緣關
係，例如：Pseudomonas 屬( Yamamoto and Harayama, 1998 )，
Aeromonas 屬( Soler et al., 2004 )，Burkholderia 屬(Yukiko et al., 
2006 )，Gordonia 屬( 沈, 2006 )。 
       (C)、virD4 
           細菌要將蛋白質通過內膜及外膜分泌至特定細胞，需要
某些養分的取得、毒性分子的表現等；目前革蘭氏陰性菌可將分
泌蛋白質途徑系統分成六大類，分別為 autotransporters and 
proteins requiring single accessory factors ( type V )、
Chaperone/usher pathway、Type I secretion pathway、Type II 
secretion pathway、Type III secretion pathway、Type IV secretion 
pathway ( David and Scott, 2000 )。其中第四型分泌系統主要由
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virD4，及 virB1- virB11 這 12 個基因依序排列在細菌的染色體中
( Chrisie and Vogel, 2000 )。有文獻研究指出第四型分泌系統與一
些病原菌致病能力有關，例如: Helicobacter pylori 致病因子 
CagA 蛋白分泌，Wolbashia、Brucella suis、Legionella Pneumophila
等致病菌致病能力( Fischer et al., 2002 )。本研究所使用 virD4 所
轉譯之蛋白質存在所有接合系統( conjugative systems )中，會和
rlaxosome 及 T4SS 作相互作用，扮演著 coupling proteins 角色
( Llosa et al., 2002；Schroder and Lanka, 2003 )。Gona 等人( 2008 )
將 23 株革蘭氏陰性菌株之 virD4 胺基酸序列做比對及親緣分
析，其中和本研究相關之菌種 Xax( Xanthomonas axonopodis )及
Xca( Xanthomonas campestris )胺基酸序列相同度為 93%，在親緣
分析上其 bootstrap 為 100，表示 Xax 和 Xca 菌種親緣關係較趨
近( Gona et al., 2008 )。 
    (四)、Mutiplex PCR 
        Mutiplex PCR ( M-PCR )是由 PCR 所衍生出的新技術，此方
法針對不同目標檢體，設計出不同目標基因片段長度之特異性引
子，以一次 PCR 反應同時加入多組具專一性引子組，由於每組
引子組所增幅的片段有所不同，進行分析在根據不同 PCR 產物
大小判斷分析之結果( Periasamy et al., 2006 )，目前已被廣泛的應
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用在偵測病原細菌和病毒，以及相近的菌種分析，利用
Mutiplex-PCR可更有效且花費較少達到偵測病原菌之目的。Glick
等人 ( 2002 )使用三組引子組，在同一管 PCR 中擴增會造成天竺
葵( Pelargonium spp )萎凋及葉斑病的兩株主要致病菌 X. 
campestris pv. pleargoni 及 R. solanacearum，以及一組對天竺葵植
物組織 18S rDNA 的引子組進行擴增，此方法可同時偵測病原菌
不會與植物組織互相干擾，而且可以將植物 DNA 當作內部控制
組。Ozdemir 等人 (2005 ) 的研究中將 CMM-5/CMM-6 引子組可
對感染番茄之病原細菌 Clavibacter michiganensis 增幅出 614bp
大小片段，RST2/RST3 引子組可對感染番茄之病原菌 X. 
axonopodis pv. vesicatoria 增幅出 840 bp 大小片段，利用 Mutiplex 
PCR 可同時偵測此 2 種病原菌。 
(五)、免疫磁顆粒分離法 
         奈米磁顆粒近年應用於基因科技與醫學應用的研究有大幅
進展，而免疫磁顆粒分離法：即是使用一很小的超順磁顆粒
( particles )或是奈米顆粒( bead )，在其表面結合可辨識目標抗原
的抗體，可使微小的磁顆粒具有分離細胞之功能，但此技術侷限
於抗原必須存在溶液中。最初此技術建立於於某些醫學應用。利
用免疫學的原理來提升所需須找的目標細菌之準確性，在整個實
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驗過中仍可保持活菌狀態，且同時亦可給予適當養分維持菌體的
繼續繁殖。近年來磁顆粒經過修飾後，可具有特殊之特性與功
能，未來可能應用於醫學及疾病診斷 ( Moghimi et al., 2001；
Curtis and Wilkinson, 2001；Wilkinson et al., 2003 )。免疫磁顆粒
分離法則已被發展用來分離與鑑定細菌及病毒( Teycheney et al., 
2007；Olsvi et al., 1994 )。Pyle 等人 ( 1999 )年利用免疫顆粒分離
法用來鑑定大腸桿菌 O157：H7 型病原菌，並結合選擇性培養基
來分離病原菌，在偵測固體食物其靈敏度已達到 10 cfu/g，液體
食物中達到＜10 cfu /ml，成為快速、高靈敏感度之鑑定技術 
( Pyle et al., 1999 ) 。Sharman 等人 ( 2000 )研發出 multiplex 
immunocapture PCR ( M-IC-PCR )之技術，可快速且敏感的從香
蕉與車前草的粗萃取液中檢測到三種病毒，分別為香蕉萎縮病 
( Banana bunchy top virus, BBTV )、香蕉苞葉病毒 ( Banana bract 
mosaic, BBrMV )及胡瓜嵌紋病毒( Cucumber mosaic virus )，此技
術的靈敏度比 ELISA 高出 25 到 625 倍。Yang 等人( 2007 )年研
發出奈米磁顆粒分離法結合 real-time PCR 檢測技術，用來檢測
李斯特菌 ( Listeria monocytogenes )，研究顯示過量磁顆粒會影響
打破細胞時釋放 DNA 的數量且會干擾 PCR 進行，固此研究找出
最適當磁顆粒使用量為 12-25 µl 用於分離細菌與進行 PCR 時可
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達到最好效果，但若使用量超過 50 µl 時會影響 DNA 的釋放量，
而在分離細菌時少於 6 µl 則會影響分離細菌之能力。在專一性方
面在做細菌分離時同時加入相同致病性的大腸桿菌當做控制
組，其結果發現不會分離到大腸桿菌，在此也發現分離細菌後的
顆粒不需經清洗的動作也不會干擾結果的判定。在靈敏度方面則
可以在牛奶中偵測到細菌的最低濃度為≧102 cfu /0.5ml。 
       綜合以上的偵測方式得知 PCR 具有高靈敏度、省錢及省時的
優點皆優於 ELISA，故本研究主要使用 single PCR 及 multiplex 
PCR 技術設計實驗，利用菌種 gyrase B、virD4 及 rpoD DNA 序
列之分離、定序及分析並在各病原小種間序列之異同設計專一性
引子組，以快速且準確地鑑別 Xad 及 Xoo。希望能提高目前火鶴
花細菌性葉枯病菌及水稻白葉枯病菌檢測技術之敏感度，並達到
快速、準確、敏感及低成本的目標。 
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貳、材料與方法 
一、供試菌株之來源、培養與保存 
    本研究使用之Xanthomonas屬供試菌株由行政院農委會台南區農
業改良場分離自各種罹病植株，供試菌株代號及分離地點如表一所
示。供試菌株在固態培養時以 YPDA 培養基 ( Yeast 7 g、Bactopeptone 
7 g、Dextrose ( D-Glucose ) 7 g、Agar 15 g、PH 7.0、ddH2O 1 L)，而
液體培養則使用 YPD ( YPD 不含 Agar )，培養於 28℃。菌株皆保存
於甘油( 30％ )中，分別放置於-20℃及-80℃冰箱保存。 
二、供試菌株染色體 DNA 之純化 
    本研究使用 Genomic DNA Purification kit ( 吉恩馬克公司 ) 純
化菌株之染色體 DNA。步驟如下: 供試菌株於 5 ml 的 YPD 液體培養
液中，於 28℃進行隔夜培養後，將菌液離心 ( 12000 rpm，2 min )然
後使菌體懸浮於 700 μl 之 Extraction solution 中。待混合後均勻後加
入 20 μl proteinase K stock solution ( 20 mg/ml )於 56℃下作用 3 小時。
反應後加入 700 μl Binding solution，混合均勻後於 56℃作用 15 分
鐘。將液體轉移至由 spin column 及 collection tube 所組合的離心管中
以 12000 rpm，離心 1 分鐘處理後去除 collection tube 中之液體，spin 
column 中加入 700 μl wash solution 做清洗 spin column 的動作兩次
( 12000 rpm，1 min )。空轉( 12000rpm，5min ) 及 60℃、5 分鐘去除
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多餘的酒精，然後將 collection tube 換成新的離心管加入 30 μl 無菌水
於 spin column，以 12000 rpm，1 分鐘處理，離心管中收集之 DNA
樣品置於-20℃備用。 
三、共通性引子組之設計 
    本研究比對分析所使用之基因序列資料來自 National Center for 
Biotechnology Information ( NCBI ) ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov )，針
對 Xanthomonas 屬植物病原菌，進行序列資料收集。gyrase B 共通性
引子組之設計系參考 NCBI 編號( accession number ) YP_001901410、
NC_007508、NC_003919 收集 Xav、Xcc、Xac 之 gyrase B 序列，經多
序列比對後得到保留區之序列後去設計共通性引子組命名
Xan-gyrB-F/Xan-gyrB-R。virD4 共通性引子組之設計系參考 NCBI 編
號( accession number ) AE011903、AM039952、AM920689、AE012360
收集 2 筆 Xcc 及各 1 筆 Xac、Xav 之 virD4 序列，經多序列比對後設
計共通性引子組 Xan-virD4-F/Xan-virD4-R。rpoD 共通性引子組之設
計系參考 NCBI 編號( accession number ) NC_010688、NC_003919、
NC_006834、YP_365643 收集 Xcc、Xac、Xav、Xoo 之 rpoD 序列，經
多序列比對後得到保留區之序列後去設計共通性引子組
Xan-rpoD-F/Xan-rpoD-R。本研究所使用之 LE 共通性引子組由實驗室
所提供，系參考 NCBI 編號( accession number ) AE_011674、
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AM_920689、AM_039952，經多序列比對後得到保留區之序列設計共
通性引子組 Xan-LE-F/Xan-LE-R。 
四、聚合酵素連鎖反應 ( Polymerase chain reaction PCR ) 
    PCR 試驗總反應液體積為 20 μl，每 20 μl 反應液中含 1 μl 的 DNA
模板及 2 μl 10× buffer、1 μl dNTPs ( l 2.5 mM )、0.2 μlTaq ( 5U/μl )、1 
μl forward primer ( 5 μM )及 1 μl reverse primer ( 5μM )，並加入 13.2 μl
無菌水。反應液置於熱循環機器 Multigene Gradient Thermal Cycler 
TC-9600-G 進行 PCR反應。反應時間及溫度如下：先以 94℃變性 5 分
鐘，再進行 94℃變性 30 秒、56℃黏合 30 秒、72℃延展 30 秒，共
進行 30 次循環增幅，最後以 72℃ 10 分鐘進行延展，隨後進行 PCR
產物之電泳分析。 
五、PCR 產物之電泳分析 
    係將增幅完成之 PCR 產物進行電泳分析，以確定產物大小是否
正確。分析時取 3 μl 之 PCR 產物與 1 μl 6× loading dye 混合均勻，隨
後使用 1.5％ agarose gel 及 0.5× TAE buffer，以 100 伏特電壓 30 分
鐘進行電泳分析，並以 Ethidium bromide 染色 5 分鐘後，利用
BIO-RAD 照相儀器影像分析處理系統 Quantity One 紀錄電泳分析結
果。 
六、PCR 產物之純化 
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    使用吉恩馬克公司之 DNA clean/Extraction Kit 純化 PCR 產物，
其純化步驟如下：將 PCR 產物加入等量體積之 Binding solution 使其
均勻混合。將液體加入由 spin column 及 collection tube 所組合的離心
管中以 12000 rpm，離心 2 分鐘處理後去除下液，再加入 700 μl wash 
solution 做清洗 spin column 的動作重複兩次(12000 rpm，1 min)。空
轉(12000 rpm，5 min)及 60℃、5 分鐘去除多餘的酒精，然後將
collection tube 換成新的離心管並加入 30 μl 無菌水於 spin column 中，
以 12000 rpm，1 分鐘處理，離心管中收集之 DNA 樣品置於-20℃備
用。 
七、PCR 產物與質體之接合作用 
    使用 pGEM-T Easy Vector Systems (Promega,Madison,USA)將所
分離純化的 PCR 產物構築於 pGEM-T Easy Vector 上。取 4 μl 純化的
PCR 產物，加入 5 μl 的 2× 黏接緩衝溶液，0.5 μl 的 pGEM-T Easy 
Vector (50ng )，0.5 μl 的 T4 DNA ligase ( 3U/ μl )，使總體積為 10 μl，
於 20℃反應 1 小時後，置於 4℃作用隔夜，所得到之產物將進一步進
行轉型作用。 
八、核酸轉型作用 
    使用吉恩馬克公司之勝任細胞 E.coli DH5α，取 25 μl 大腸桿菌勝
任細胞，加入 10 μl 上述之接合反應液，至於冰浴 30 分鐘，42℃水
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浴 90 秒，冰浴 2 分鐘後，加入 800 μl LB 培養液，於 37℃，120 rpm
震盪培養 1 小時，取 100 μl 菌液及含有 ampicillin、X-gal、及 IPTG
的 LB(1％tryptone , 0.5％yeast extract, 0.5％Nacl, pH 7.0, 1.5％agar )。
於 37℃隔夜培養，挑選白色菌落做進一步之確認。 
九、DNA 定序與專一性引子組設計 
    每個 PCR 產物選殖於 pGEM-T Easy Vector 後，挑選具有插入序
列之轉型株，送至台北源資生物科技股份有限公司定序，其使用儀器
為自動化核酸定序儀( automated DNA sequencer,Applied 
Biosystems,ABI 3730,Tapipei,Taiwan )。將本研究所得 Xad、Xoo、Xcm、
Xcc、Xav 及 Xac 之 gyrase B、virD4、rpoD 及 lytic enzyme 序列利用
生物資訊軟體 BLAST( Basic Local Alignment Search Tool )、
EMBL-EBI 之 ClustalW，將定序結果之序列與 NCBI database 中完整
的 Xanthomonas 屬之 gyrase B、virD4、rpoD 及 lytic enzyme 序列資料
進行對照，並進行 MSA ( multiple sequence aligenment )，引子之設計
係利用多序列分析比對選出差異性較明顯之區域做為專一性引子設
計的依據。本研究所設計之引子如表六所示。 
十、單一引子組之專一性檢測 
          Xad 專一性引子組之分析:分別以               
XAD-gyrB-ID-F/ XAD-gyrB-ID -R、XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R
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或 XAD-LE-ID-F/ XAD-LE-ID-R 進行 PCR 檢測。另外，在 Xoo 專一
性引子組之分析:分別以 XOO-gyB-ID-F/XAN-gyrB-R 或 
XOO-rpoD-ID-F/ XAN-rpoD-R 等引子組進行 PCR 檢測。 
十一、單一性引子組之敏感度檢測 
      取測試菌株之染色體 DNA，以分光光度計測其 OD 值，後加
入無菌水以十 倍連續稀釋，並將稀釋之染色體 DNA 當作模板，各別
加入專一性引子組進行 PCR 反應，可得知引子組的敏感度。在引子
組對細菌之敏感度分析，本研究將細菌以 YPD 液態培養 16-18 小時，
將菌液連續 10 倍稀釋調整菌數為 107、106、105、104、103 cfu/ml，
再從每一管不同稀釋濃度液中各取 1 μl 之菌體 (即 PCR 反應得測試
菌量依序成為 104、103、102、101、100  cfu/1μl 進行之 PCR 反應。測
其在何種濃度仍可測得專一性片段。 
十二、多引子組之專一性檢測 
      在單一 PCR 反應管中加入多對引子組，在多種菌種為模板的
條件下，測試所設計的引子組在多種 DNA 中是否仍具有專一性。 
     (一).雙引子組對單一 DNA 檢測 
         PCR 試驗總反應液體積為 20 μl，每 20 μl 反應液中含 1 μl
的DNA模板及 2 μl 10× buffer、1 μl dNTPs( l 2.5mM )、0.2 μlTaq 
( 5U/μl )、同時加入 1.5 μl XOO-rpoD-ID-F/ XAN-rpoD-ID-R 及
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1 μl XOO-gyB-ID-F/ XAN-gyrB-R，並加入 10.8 μl 無菌水。反
應液至於熱循環機器 Multigene Gradient Thermal Cycler 
TC-9600-G 進行 PCR 反應。反應時間及溫度如下：先以 94℃
變性 5 分鐘，再進行 94℃變性 30 秒、60℃黏合 30 秒、72℃
延展 30 秒，共進行 30 次循環增幅，最後以 72℃ 10 分鐘進行
延展，隨後進行 PCR 產物之電泳分析。 
     (二).三引子組對單一 DNA 檢測 
          Xad 之三引子組對單一 DNA 檢測 PCR 試驗總反應液體積
為 20 μl，每 20 μl 反應液中含 1 μl 的 DNA 模板及 2 μl 10× buffer、
1 μl dNTPs ( l 2.5mM )、0.2 μlTaq ( 5U/μl )、同時加入 0.8 μl 
XAD-virD4-ID-F/Xan -virD4-R、1 μl XAD-gyB-ID-F/ 
XAD-gyB-ID-F 及 1 μl XAD-LE-ID-F/ XAD-LE-ID-R，並加入 10.4 
μl 無菌水。反應時間及溫度如下：先以 94℃變性 5 分鐘，再進
行 94℃變性 30 秒、58℃黏合 30 秒、72℃延展 30 秒，共進行
30 次循環增幅，最後以 72℃ 10 分鐘進行延展，隨後進行 PCR
產物之電泳分析。 
    (三).單一引子組對多種 DNA 檢測 
          在一次 PCR 反應中，反應液體積為 20 μl，每 20 μl 反應
液中含 Xad、Xoo、Xcc、Xav 菌株 DNA 模板各 1 μl 及 2 μl 10× 
 
 
- 31 -
buffer、1 μl dNTPs ( l 2.5mM )、0.2 μlTaq ( 5U/μl )、及各管加入
針對 Xad、Xoo 菌株所設計之專一性引子組 1 μl，並加入 10.8 μl
無菌水。反應時間及溫度如下：先以 94℃變性 5 分鐘，再進行
94℃變性 30 秒、58℃黏合 30 秒、72℃延展 30 秒，共進行 30
次循環增幅，最後以 72℃ 10 分鐘進行延展，隨後進行 PCR 產
物之電泳分析。 
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參.結果 
一、gyr B 基因序列之分析與應用 
    (一)、gyrB 基因共通性引子組之設計 
     為了解 gyrase B序列在不同 Xanthomonas病原型菌株間之
差異情形，本研究參照 NCBI 資料庫中 Xav、Xac 及 Xcc 之 gyrase 
B 基因序列，經多序列比對後設計出共通性引子組(Universal 
primers) Xan-gyrB-F 與 Xan-gyrB-R(圖一、表六)。Xanthomonas
屬細菌( Xad、Xoo、Xcm、Xcc、Xac 及 Xav )經 PCR 分析皆可複
製出 704 bp 之 gyrB DNA 片段(圖二、表一)。研究中將不同
Xanthomonas 分離株之 PCR 條帶選殖及定序，並利用生物資訊
軟體 BLAST 及 ClustalW 做進一步之比對與分析 (圖三、表二)。 
    (二)、相同病原型之多序列比對 
       本研究將 Xad、Xoo、Xcm、Xcc、Xac 及 Xav 等不同病原
型菌株，從每一種病原型中分離 5-6 含 gyr B 核酸片段之選殖株，
經多序列比對軟體 ClustalW 分析，結果顯示單一病原型之分離株
之 gyr B 序列具有極高相似度，相同度 99-100％，代表研究中所
定序之 gyr B 序列，在各病原菌中具有極高的保留性和代表性。
Xcm 病原型中之 gyr B 序列，經 BLSAT 軟體比對，發現此病原型
與 NCBI 資料庫中之 Xac 病原型菌株序列相同度為 100％，顯示
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Xcm 之 gyrB 基因序列與 Xac 親緣性極為相近(資料未顯示)。而
Xad、Xoo、Xcc、Xac 及 Xav 之 gyrB 基因序列以 BLAST 軟體所
進行之比對則皆可分別對應到相同病原型之序列(資料未顯示)。 
    (三)、不同病原型之多序列比對及其專一性引子組之設計 
      將 Xad、Xoo、Xcm、Xcc、Xav 及 Xac 菌株間之 gyr B 序列
利用 ClustalW 進行多序列比對，發現其序列相同度為 86-99％(表
二)，其中 Xad 病原型與 Xav、Xcm、Xoo、Xcc 之相同度為分別為
96％、95％、91％及 86％，故可進一步設計出 Xad 專一性引子組
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R；在另一方面 Xoo 病原型與 Xad、
Xac、Xav、Xcm、Xcc 的相同度則分別為 91％、92％、92％、92
％及 86％，故可進一步設計出 Xoo 專一性引子 XOO-gyB-ID-F，
由於 Xoo 與其他病原型之差異處較少，因此 XOO-gyB-ID-F 需搭
配共通性引子 Xan-gyrB-R 進行 Xoo 之 PCR 檢測(圖三)。 
   (四)、專一性引子組之檢測 
          (A).Xad 專一性引子組之檢測分析 
引子組 XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID -R，針對 Xad
菌株進行 PCR 檢測，其結果顯示可增幅出 346 bp DNA 片
段(圖四)。為確認此引子組之專一性，以 PCR 測試”表一”
所列之菌株，得知此引子組只針對 Xad 菌株均會產生專一
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性條帶，而對 Xcc、Xac、Xav、Xoo 及 Xcm 等菌株則無條
帶之產生，由此 PCR 檢測結果得知引子組
XAD-gyrB-ID-F/XAD -gyrB-ID-R 對 XAD 菌株具有專一
性。 
       (B). Xoo 專一性引子組之檢測分析 
 引子組 XOO-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-R，針對 Xoo 菌
株進行 PCR 檢測，其結果顯示可增幅出 549 bp DNA 片段
(圖五)。為確認此引子組之專一性，本研究以 PCR 測試”
表一”所列之菌株，得知此引子組只會對 Xoo 菌株產生專
一性條帶，而對表一所列 Xcc、Xac、Xav、Xad 及 Xcm 等
菌株則無條帶之產生，由此 PCR 檢測結果得知引子組
XOO-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-R 對 Xoo 菌株具有專一性。 
    (五)、專一性引子組之敏感性分析 
          (A).XAD 專一性引子組之偵測敏感度 
在偵測靈敏度的分析方面，本研究使用專一性引子組
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R，針對 Xad 菌株之染色體
DNA 連續稀釋後進行 PCR 檢測。分析結果顯示此引子組
敏感度介於 40 pg 與 4 pg 之間(圖六)。菌體系列稀釋後以
PCR 進行測試發現此引子組敏感度介於 103 cfu 與 102 cfu
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之間(圖六)。 
      (B).Xoo 專一性引子之偵測敏感度 
在偵測靈敏度的分析方面，本研究使用專一性引子組
XOO-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-R，針對 Xoo 菌株之染色體
DNA 連續稀釋後進行 PCR 檢測。結果顯示此引子組敏感
度介於 30 pg 與 3 pg 之間(圖七)。菌體系列稀釋後以 PCR
進行測試發現此引子組敏感度為介於 102 cfu 與 101 cfu 之
間(圖七)。 
二、virD4 基因序列在之分析與應用 
    (一)、virD4 基因共通性之設計 
      為了解 virD4 序列在不同 Xanthomonas 具株間之差異，本
研究參照 NCBI 資料庫 Xanthomonas 屬基因體中 Xav、Xac、Xcc
之 virD4 基因序列，設計出共通性引子組 Xan-virD4-F 與
Xan-virD4-R(圖八、表六)，經 PCR 分析此引子組對
Xanthomonas( Xad、Xcm、Xcc、Xac 及 Xav )屬細菌皆可增幅出 609 
bp 之 DNA 片段(圖九、表一)。研究中將不同 Xanthomonas 分離
株之 virD4 核酸片段定序，並搭配使用生物資訊軟體 BLAST 及
ClustalW 軟體進行比對分析(圖十、表三)。        
 (二)、相同病原型之多序列比對 
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    本研究將 Xad、Xcm、Xcc、Xac 及 Xav 等菌株，從每一種
病原菌中選擇 5-6 個含 virD4 核酸片段之選殖株，經定序及
ClustalW 軟體多序列比對分析，結果顯示單一病原型之分離株
之 virD4 序列具有極高同度 99-100％，代表研究中所定序之
virD4 序列，在單一病原型中具有極高的保留性和代表性。從各
病原菌中隨機挑選 2 個菌株經 BLSAT 軟體比對，發現除了 Xcm
及 Xad 菌株以外所分析之序列和 NCBI 資料庫中之相同病原型
菌株序列相同度皆為 100％。Xcm 病原型中之 virD4 序列，經
BLSAT 軟體比對，發現此病原型與 NCBI 資料庫中之 Xac 病原
型菌株序列相同度為 99％，顯示 Xcm 之 virD4 基因序列與 Xac
親緣性極為相近(資料未顯示)。Xad 病原型中之 virD4 序列則和
NCBI 資料庫中之 Xac 病原型菌株序列相同度為 93％，顯示以
virD4 核酸片段分析其 Xad 菌株與其他 Xanthomonas 屬之菌株
相較之下，其親緣性和 Xanthomonas axonopodis pv. citr 較相近
(資料未顯示)。而 Xcc、Xac 及 Xav 之 virD4 基因序列以 BLAST
軟體所進行之比對則皆可分別對應到相同病原型之序列(資料
未顯示)。 
     (三)、不同病原型之多序列比對及專一性引子組之設計 
       將 Xad、Xcm、Xcc、Xav 及 Xac 菌株間之 virD4 序列利用
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ClustalW 進行多序列比對，發現其 Xad、Xcm、Xcc、Xav 及 Xac
序列相似度為 87-99％(表三)，其中 Xad 病原型與 Xav、Xcm、Xac、
Xcc 之相似度為分別為 93％、95％、94％及 87％，故可進一步設
計出 Xad 專一性引子組 XAD-virD4-ID-F，可搭配共通性引子
XAN-virD4-R 進行檢測之研究(圖十)。 
    (四)、專一性引子組之檢測 
      引子組 XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R，針對 XAD 菌株進
行 PCR 檢測，其結果顯示可增幅出 427 bp DNA 片段(圖十一)。
為確認此引子組之專一性，以 PCR 測試”表一”所列之菌株，得知
此引子組只針對 Xad 菌株均會產生專一性條帶，而對 Xcc、Xac、
Xav 及 Xcm 等菌株則無條帶之產生，由此 PCR 檢測結果得知引子
組 XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R 對 Xad 具有專一性。 
    (五)、專一性引子組之敏感性分析 
      本 研 究 使 用 專 一 性 引 子 組
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R，針對 Xad 菌株進行染色體 DNA
連續稀釋後以 PCR 檢測。其電泳分析結果顯示此引子組敏感度介
於 2 pg 與 200 fg 之間(圖十二)。菌體系列稀釋後以 PCR 進行測試
發現此引子組敏感度為 102 cfu 與 101 cfu 之間(圖十二)。 
三、Lytic enzyme (LE)基因序列之分析與應用 
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    (一)、相同病原型菌種之多序列比對 
   本研究利用本實驗室所設計之 LE 共通性引子組將 6 個 Xad
菌株之 PCR 產物定序，然後以 ClustalW 軟體進行多序列分析，
結果顯示不同 Xad 分離株之 LE 序列具有極高相同度，代表研
究中所定序之 LE 序列，在所分析之 Xad 中具有極高的保留性
和代表性。進一步將 Xad 之 LE 基因序列以 BLAST 軟體所進行
之比對則對應到 NCBI 資料庫中 Xac 病原型之序列相似度為 96
％，顯示以 LE核酸片段分析其 Xad菌株與其他 Xanthomonas 屬
之菌株相較之下，其親緣性和 Xanthomonas axonopodis pv. citri
較相近(資料未顯示)。 
      (二)、不同病原型之多序列比對及專一性引子組之設計 
        將 Xad、Xcm、Xcc、Xav 及 Xac 菌株間之 LE 序列利 用
Clustal W 進行多序列比對，發現其 Xad、Xcm、Xcc、Xav 及 Xac
序列相似度為 84-100％(表四)，其中 Xad 病原型與 Xav、Xcm、
Xac、Xcc 之相似度為分別為 90％、96％、96％及 85％，故可進
一步設計出 Xad 專一性引子組 XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R 進行
Xad 之 PCR 檢測(圖十三)。  
  (三)、專一性引子組之檢測 
   引子組 XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R，針對 Xad 菌株進行 PCR
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檢測，其結果顯示可增幅出 205 bp DNA 片段(圖十四)，為確認此
引子組之專一性，本研究以 PCR 測試“表一”所列之菌株，得知此
引子組只會對 Xad 菌株產生專一性條帶，而對表一所列 Xcc、Xac、
Xav、Xcm 等菌株則無條帶之產生，由此 PCR 檢測結果得知引子
組 XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R 對 Xad 具有專一性。 
    (四)、專一性引子組之敏感度分析 
     在 偵 測 靈 敏 度 方 面 ， 本 研 究 使 用 專 一 性 引 子 組
XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R，針對 Xad 菌株進行染色體 DNA 連
續稀釋後以 PCR 檢測。其電泳分析結果顯示此引子組敏感度於
30 pg 與 3 pg 之間(圖十五)。菌體系列稀釋後以 PCR 進行測試發
現此引子組敏感度為 102  cfu 與 101  cfu 之間(圖十五)。 
四、rpoD 基因序列之分析與應用 
    (一)、rpoD 基因共通性引子組之設計 
   為了解 rpoD 序列在不同 Xanthomonas 具株間之差異，本研
究參照 NCBI 資料庫 Xanthomonas 屬基因體中 Xav、Xac、Xcc
及 Xoo 之 rpoD 基因序列，設計出共通性(Universal)引子組
Xan-rpoD-F 與 Xan-rpoD-R(圖十六、表六)，對 Xanthomonas 屬
細菌(Xad、Xcm、Xcc、Xac、Xav 及 Xoo)，皆可增幅出 760 bp
之 DNA 片段(圖十七、表一)。研究中將不同 Xanthomonas 分離
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株之 rpoD 核酸片段定序，並搭配使用生物資訊軟體 BLAST 及
ClustalW 軟體進行比對分析及應用(圖十八、表五)。 
    (二)、相同病原型之多序列比對 
    本研究將 Xad、Xoo、Xcm、Xcc、Xac 及 Xav 等菌株，從每
一種病原菌中選擇 5-6 個含 rpoD 核酸片段之選殖株，經定序
ClustalW 軟體多序列比對分析，結果顯示單一病原型之分離株之
rpoD 序列具有極高相同度 99-100％，代表研究中所定序之 rpoD
序列，在單一病原型中具有極高的保留性和代表性。從各病原菌
中隨機挑選 2 個菌株經 BLSAT 軟體比對，發現所分析之序列和
NCBI 資料庫中之相同病原型菌株序列相同度皆為 99-100％(資料
未顯示)。 
    (三)、不同病原型之多序列比對及專一性引子組之設計 
    將 Xad、Xoo、Xcm、Xcc、Xav 及 Xac 菌株間之 rpoD 序列利
用 Clustal W 進行多序列比對，發現其 Xad、Xcm、Xcc、Xoo、Xav
及 Xac 序列相似度為 93-98％(表五)，其中 Xoo 病原型與 Xac、
Xad、Xcc、Xcm 及 Xav 之相似度為分別為 94％，83％，92％，94
％，94％，故可進一步設計出 Xoo 專一性引子組 XOO-rpoD-ID-F
可搭配共通性引子組 XAN-rpoD -R 進行 Xoo 之 PCR 檢測(圖十
八)。  
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    (四)、專一性引子組之檢測 
  引子組 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R，針對 Xoo 菌株進
行 PCR 檢測，其結果顯示可複製出 229 bp DNA 片段(圖十九)，
為了進一步確認其引子組之專一性，本研究測試“表一”所列之菌
株得知此引子組只會對 Xoo 菌株產生專一性條帶，而對表一所列
Xac、Xcc、Xad、Xcm 及 Xav 等菌株則無條帶之產生，由此 PCR
檢測結果得知引子組 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD -R 對 Xoo 具有
專一性。 
    (五)、專一性引子組之敏感度分析 
    在 偵 測 靈 敏 度 方 面 ， 本 研 究 使 用 專 一 性 引 子 組
XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-R，針對 Xoo 菌株進行染色體 DNA 連
續稀釋後以 PCR 檢測。其電泳分析結果顯示此引子組敏感度介於
40 pg 與 4 pg 之間(圖二十)。菌體系列稀釋後以 PCR 進行測試發
現此引子組敏感度為 103 cfu 與 102 cfu 之間(圖二十)。 
五、Multiplex PCR 之研究 
    (一)、Multiplex PCR 檢測之專一性 
         (A).雙引子組對單一 DNA 檢測 
在一次單一檢測中，同時加入兩對專一性引子組
XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD- ID-R 及
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XOO-gyB-ID-F/XAN-gyrB-R，對 Xoo 菌株之染色體 DNA
作雙引子 PCR 分析。可產生 2 條專一性條帶，分別為 549 
bp 及 229 bp，PCR 結果得知此測試具專一性(圖二十一)。 
          (B).三引子組對單一 DNA 檢測 
在一次單一檢測中，同時加入三對專一性引子組
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB ID-R、
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R 及
XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R，對 Xad 菌株之染色體 DNA
作三引子 PCR 分析。其結果顯示可產生三條專一性條
帶，分別為 427 bp、364 bp 及 205 bp，PCR 結果得知此
測試具專一性(圖二十二)。 
       (C).單一引子組對多種 DNA 檢測 
在一次單一檢測中，混合 Xoo、Xad、Xcc、Xav 之染
色 體 DNA ， 分 別 以 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-R 、
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R 專一性引子做多引子 PCR
測試。混合染色體 DNA 以專一性引子組 XOO-rpoD-ID-F/ 
XAN-rpoD-R 進行 PCR 檢測，其結果顯示只增幅出 229 bp。
混 合 染 色 體 DNA 以 專 一 性 引 子 組
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R 進行 PCR 檢測，其結果顯
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示可增幅出 427 bp(圖二十三)。依上述結果得知，所使用之
專一性引子組對混合 DNA 仍具有專一性，且不會受到其
他病原菌 DNA 干擾。使用另一組專一性引子組作檢測，在
一次單一檢測中，混合 Xoo、Xad、Xcc、Xav 之染色體 DNA，
分 別 以 XOO-gyB-ID-F/Xan-gyrB-R 、
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R 專一性引子做多引子 PCR
測 試 。 混 合 染 色 體 DNA 以 專 一 性 引 子 組
XOO-gyrB-ID-F/Xan-gyrB-R 進行 PCR 檢測，其結果顯示只
可增幅出 549 bp。混合染色體 DNA 以專一性引子組
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R 進行 PCR 檢測，其結果顯
示只可增幅出 364 bp(圖二十四)。依上述結果得知，所使用
之專一性引子組對混合 DNA 仍具有專一性，不會受到其
他病原菌 DNA 之干擾。 
     (二)、Multiplex PCR 之偵測敏感度分析 
             (A). Xad 三引子組之偵測敏感度 
在偵測靈敏度的分析方面，本研究同時應用 3 組專一
性引子組於單一 PCR 反應，XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB- 
ID-R 、 XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R 及
XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R，針對 Xad 菌株之染色體
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DNA 連續稀釋後以 PCR 進行測試，結果顯示此引子組敏
感度為 300 pg 與 30 pg 之間(圖二十五)。菌體系列稀釋後
以 PCR 進行測試發現此分析之敏感度介於 103 cfu 至 102 
cfu(圖二十五)之間。 
          (B). Xoo 二引子組之偵測敏感度 
在偵測靈敏度方面，本研究使用專一性引子組
XOO-gyB-ID-F/XAN-gyrB-R、XOO-rpoD-ID-F/ 
XAN-rpoD -R，針對 Xoo 菌株進行染色體 DNA 連續稀釋
後以 PCR 檢測。其電泳分析結果顯示此引子組敏感度介
於 200 pg 至 20 pg(圖二十六)。菌體系列稀釋後以 PCR 進
行測試發現此分析之敏感度介於 103 至 102 cfu 之間(圖二
十六)。 
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肆.討論 
    台灣每年皆有大量農產品及花卉出口，在病害管理上若能及時鑑
定病害發生之種類並且提供適當之防治方法，如此可讓作物能在不同
的生長期找到適合的病害管理模式，進而提升農產品及花卉之品質及
降低農民之損失。病害檢測之方法有很多，通常用於偵測 Xanthomonas
屬植物病原細菌的方式包括選擇性培養基、種子播種觀察法、ELISA
檢測法及噬菌體感受性等方式進行，但其專一性且靈敏度較低且所需
成本較高。近年來分子生物技術快速發展，其中 PCR 技術具有高度
之專一性及靈敏度高，檢測過程只需少量檢體及花費 3-4 小時即可完
成，目前已成為植物病原菌鑑定植物病害診斷有利的工具。本研究利
用生物資訊及生物技術分析Xanthomonas之 gyrB、virD4、rpoD及 Lytic 
enzyme 等基因片段，從其序列之差異性設計專一性引子組來進行 PCR
檢測。 
     本研究在進行 Xanthomonas 屬細菌之 gyrB 核酸序列之研究上，
除了收集 NCBI 核酸資料庫中的資料外，也將 X. axonopodis pv. 
dieffenbachiae、X. oryzae pv. oryzae、X. campestris pv. 
mangiferaeindicae、X. axonopodis pv. citri、X. campestris pv. 
campestris、X. axonopodis pv. vesicatoria 等許多從台灣各地所收集之
Xanthomonas 屬細菌之 gyrB 序列進行基因選殖及進一步之比對分
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析。結果發現所分析相同病原型之不同分離株，雖然菌株分離地點有
所差異，但其 gyrB 基因序列之相似度皆在 99％以上，顯示此基因具
有相當之穩定性及代表性。若從 Xanthomonas 屬中不同病原型之 gyrB
基因序列的相似度則介於 86-99％之間，其中 Xcm 與 Xac 的相似度最
高為 99％，此結果與 Neil 等人在 2009 年利用 gyrB 序列經 Neighbor 
Joining 方法建立之親緣演化樹，其也發現 Xcm 與 Xac 皆同於一個單
元化分枝(monophyletic clade) ( Neil et al., 2009)，因此無法利用 gyrB
基因序列來設計引子組鑑定出 Xcm 與 Xac 之差異。進一步分析 Xcm
與 Xac 之關係，發現此 2 種病原型之 virD4 基因序列的相似度為 99
％、Lytic enzyme 基因序列的相似度為 100％及 rpoD 基因序列的相似
度為 98％，推測 Xac 與 Xcm 的基因體應該相當相似，鑑別此 2 種病
原型具有相當之難度，有待進一步之研究。未來在鑑定 Xcm 之方式，
可能可使用 RAPD、ISSR 及 substractive hybridization 等技術來篩選出
Xcm 專一性片段，並利用生物資訊設計出引子對進行 PCR 檢測或使
用生理生化分析及 ELISＡ來鑑定此菌。 
本研究中 Xad 及 Xoo 供應菌株之採集地點分佈在嘉義、台南及高
雄等地區，將不同區域之 5-6 株分離株之 gyr B 序列比對結果相似度
皆達 99-100％，由此可知嘉義、台南及高雄等地區所分離菌株若為相
同病原型之不同分離株，其 gyr B 序列不具差異性，表示此本研究定
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序出之 gyr B 序列有很高的保留性及代表性。本研究進一步分析
virD4、Lytic Enzyme 及 rpoD 等基因序列之相關性時，也發現相同病
原型之不同分離菌株及不同分離地點在 virD4、Lytic Enzyme 及 rpoD
序列上皆無較大之差異性存在，仍具有高度之保留性，因此利用
gyrB、virD4、Lytic Enzyme 及 rpoD 所開發之專一性引子組應該具有
相當之代表性，且可應用於往後之鑑定工作上 。 
    Xanthomonas 屬中不同病原型之 gyrB 基因序列的相似度介於
86-99％之間，若進一步分析不同病原型之 virD4、Lytic enzyme、rpoD
基因序列的相似度之區間則分別為 86-99％、83-99％、92-99％， 
顯示本研究所分析之 gyrB、virD4、Lytic Enzyme 及 rpoD 基因序列在
病原型間仍有一定程度之差異性存在，將可用於 Xanthomonas 屬中不
同病原型之鑑定之用。圖三中之結果顯示不同病原型之 gyrB 基因序
列在病原型間存在有許多差異性，在 Xcc 的專一性檢測上可設計
XCC-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-ID-R，以 PCR 分析時可對 Xcc 菌株複製出
176 bp 的條帶，對其他病原型之菌株則不產生條帶(資料未顯示)。在
Xav 的專一性檢測上可設計 XAV-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-ID-R，以 PCR
分析時可對 Xav 菌株複製出 681 bp 的條帶，對其他病原型之菌株則
不產生條帶(資料未顯示)。上述之結果顯示 gyrB 基因序列除可用於本
研究中之 Xad 及 Xoo 外，亦可應用於 Xcc 及 Xav 之鑑定。 
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圖十中之結果顯示不同病原型之 virD4 基因序列在病原型間存在有許
多差異性，在 Xcc 的專一性檢測上可設計 XCC-virD4-ID-F/XAN- 
virD4-R，以 PCR 分析時可對 XCC 菌株複製出 491 bp 的條帶，對其
他病原型之菌株則不產生條帶(資料未顯示)。上述之結果顯示 virD4
基因序列除可用於本研究中之 Xad 外，亦可應用於 Xcc 的鑑定。圖十
三中之結果顯示不同病原型之 Lytic enzyme 基因序列在病原型間存在
有許多差異性，目前只使用於 Xad 的鑑定上，尚未進一步設計引子組
在其他病原型的檢測上，但根據其多序列比對結果得知其相似度介於
83-99％，未來將有機會可設計出專一性引子組應用於 Xac、Xcc 及 Xav
的鑑定。圖十八中之結果顯示不同病原型之 rpoD 基因序列在病原型
間存在有許多差異性，本研究中已合成專一性引子組進行 Xad 及
Xoo，尚未進一步設計引子組在其他病原型的性檢測上，但根據其多
序列比對結果得知其相似度介於 88-99％，未來將有機會可設計出專
一性引子組應用於 Xac、Xcm 及 Xav 的鑑定。 
     在專一性引子組之敏感度分析中，本研究利用專一性引子組
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R、XAD-virD4 -ID-F/XAN-virD4-R 及
XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R對XAD染色體DNA可分別測試至40 pg
與 4 pg 之間、2 pg 與 200 fg 之間及 30 pg 與 3 pg 之間，而對於純菌
之敏感度則102 cfu/μl與101 cfu/μl。與其他相關研究比較，林與林(2002)
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針對Xad之 ITS設計出專一性引子組其偵測極限為1.5 pg之純化DNA
或 3-4 個細胞。2006 時研究人員以 Random Amplified Polymorphic 
DNA ( RAPD )針對 Xad 找出專一性條帶並從中上設計出專一性引子
對，以 nested PCR 之方式做檢測，其偵測極限為 103-102 cfu ml-1。在
針對 Xoo 部分，使用專一性引子對 XOO-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-R 及
XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R 對染色體 DNA 可分別測試至 30 pg
與 3 pg 之間及 400 pg 與 40 pg 之間，而對於純菌之敏感度則 102 cfu/μl
及 103 cfu/μl，與其他相關研究比較，Naoto and Takashi ( 2000 )針對
Xoo 之 ITS 序列設計專一性引子組 XOR-F/XOR-R，其偵測極限為
4×101 cfu/ml。Sakthivel ( 2001 )針對 Xoo 之 Insertion sequence 序列設
計專一性引子組 TXT/TXT4R，其偵測極限為 105 cfu/ml 及 55 fg。 
     此外，本研究亦針對火鶴花細菌性葉枯病菌及水稻白葉枯病開
發 Multiplex PCR 之檢測技術，在專一性分析皆可對於 Xad 及 Xoo 複
製出正確條帶，且無引子組互相干擾之情形。在敏感度分析方面，在
偵測 Xad 菌株部分結果顯示偵測極限為 300 pg 染色體 DNA 及 103 cfu 
/μl。在偵測 Xoo 菌株部分結果顯示偵測極限為 200 pg 至 20 pg 染色體
DNA 或 103 cfu/μl。綜合以上結果得知 Multiplex PCR 敏感度會低於
Uniplex PCR。可能是 Mutiplex PCR 反應中當細菌低濃度時但相對呈
現高濃度引子對會抑制 PCR 之進行(Khoodoo et al.2005)。與其他文獻
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比較 Mason et al.2001 針對 Staphylococcus 之 16S rRNA、clfA 及 mecA
基因序列設計出三組專一性引子組，並使用 Mutiplex PCR 方式檢測
在血液 Staphylococcus，其偵測極限 105 cfu。因此可知，Multiplex PCR
之優點為費成本及時間較短，且一次可以鑑定 2 種以上之病原菌，但
其敏感度較低。為克服此問題，在未來實驗設計中會加入免疫磁珠
PCR 之檢測技術，因有許多文獻指出利用此技術可分離與鑑定細菌及
病毒，並其靈敏度可達到＜10 cfu /ml 或≧102 cfu /0.5ml，為快速、高
靈敏感度之鑑定技術，希望可利用在火鶴花細菌性葉枯病菌及水稻白
葉枯病之鑑定。 
     Xad 及 Xoo 為台灣常見的植物病原菌，會造成火鶴花及水稻之
病害，引起農民經濟損失。本研究成功的以 gyrB、virD4、LE 及 rpoD
序列結合 PCR 應用及 Multiplex PCR 技術開發出準確快速之檢測技
術。本研究初步開發出針對 Xad 及 Xoo 專一性引子對，可將火鶴花細
菌性葉枯病菌及水稻白葉枯病菌加以鑑別之技術。而多引子組也可成
功鑑定出此兩種 Xanthomonas 屬之細菌。 
 
 
 
- 51 -
伍、參考資料 
王惠亮、鄭安秀。2001。瓜類細菌性果斑病菌血清偵測技術之研發。 
    植物病理學會刊 10 : 129-138。 
行政院農業委員會糧署。2010。http://www.afa.gov.tw/ 
吳雅芳、陳紹崇、鄭安秀。2005。十字花科蔬菜黑腐病病原細菌血清        
偵測技術之研發。台南區農業改良場研究彙報 46 : 10-19。 
吳雅芳、陳紹崇、黃淑惠、鄭安秀。2007。台灣首次報導引起十字花           
   科蔬菜細菌性斑點病之 Xanthomonas campestris pv. raphani。植物     
   病理會刊 16:87-90。 
林再發。1999。台中杉 10 號氮肥施用量對白葉枯病與罹病植株米質
之影響。台中區農業改良場研究彙報 65 : 13-22。 
林貝珊、林長平。 2002.火鶴花細菌性葉枯病病原菌 PCR 引子之研發
與應用。植病會刊 11 : 97-106. 
林金樹、陳俊位、曾得賜。2003。枯草桿菌及放射線菌對水稻白葉枯
病防治效果及其生育之影響。台中區農業改良場研究彙報 81 : 
65-77。 
林駿奇。2009。水稻白葉枯病之生態與防治。花蓮區農業專訊 32-40。 
沈彿亭。2006。Gordonia 菌屬放線菌之分子偵測、分類及鑑定。 
    國立中興大學土壤環境科學所博士論文。
 
 
- 52 -
陳隆鐘、王志宏、謝式拌鈺。1997。水稻白葉枯病菌專一性核酸
探針之選殖與分析。植保會刊 39 : 181-194。 
陳怡蘭。2003。台灣東部地區荖葉荖花細菌性角斑病之研究。國立高
雄師範大學生物科學研究所碩士。 
許秀惠、黃秋雄。1991。火鶴花細菌性葉枯病。植保會刊 33 : 421。 
許秀惠。1994。台灣花卉之細菌病害。台灣花卉病蟲害研討會專刊中
華植物保學會特刊新二號。中華植物保護學會編印 pp. 63-75。 
許秀慧。1994。火鶴花細菌性葉枯病。農業世界 125 : 54-57。 
許秀惠、林俊義。1998。台灣火鶴花細菌性葉枯病及其病菌對藥劑之
感受性。植物保護學會會刊 40：409-417。 
許秀惠、林俊義。2000。台灣火鶴花細菌性葉枯病菌(Xanthomonas 
  axonopodis pv. dieffenbachiae)之血清偵測。植保會刊 42：97-106。 
翁秀蕙、吳文川。1977。台灣之桃性菌穿孔病。植保會刊 19 :299。 
黃秀珍、張治安、林元春、朱木貴、林信成、徐世典。1997。利用聚
合酵素連鎖反應鑑定檬果黑斑病菌。植物病理學會刊 6:1-9。 
謝式拌鈺。1978。水稻白葉枯病 Xanthomonas oryzae 之生態。農復會
專題研討會專刊水稻病蟲害。生態學與流行學 pp.167-183。 
謝小燕。2000。十字花科黑腐病 rpoE 基因之選殖及啟動子之探討。
國立中興大學分子生物學研究所碩士論文。 
 
 
- 53 -
謝式拌鈺。2007。水稻白葉枯病。植物保護圖鑑系列 8:325-340。 
Alvarez, A. M. 1985. Rapid Identification of Xanthomonas campestris pv. 
campestris by ELISA. Plant disease. 69 : 1082-1086. 
Alvarez, A., Lipp, R., and Bushe, B. 1989. Resistance of bacteria to 
antibiotics used for control of anthurium blight, pp.11-13. In: 
Proceedings of the Second Anthurium Blight Conference held at Hilo, 
Hawaii. 
Adhikari, T. B,. Mew, T. W., and Teng, P. S. 1994. Progress of bacterial 
blight on rice cultivars carrying different Xa genes for resistance in the 
field. Plant Dis.78 : 73-77. 
Aysan, Y., and F. Sahin. 2003. First report of bacterial blight of anthurium 
  caused by Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae in Turkey. New 
Dis. Rep. [Online] http://www.bspp.org.uk/ndr/july2003/2003-10.asp. 
Benedict, A. A., Alzarez, A. M., Berestecky, J., Imanaka, W., Mizumoto, 
C. Y., Pollard, L. W., Mew, T. W., and Gonzalez, C. F. 1989. 
Pathovar-specific monoclonal antibodies for Xanthomonas campestris 
pv. oryzae and for Xanthomonas campestris pv. oryzicola. 
Phytopathology 79: 322-328. 
Cooksey, D. A. 1985 . Xanthomonas blight of Anthurium andreanum in 
California. Plant Dis. 69 : 727. 
Chase. A. R., Stall, R. E., Hodge. N. C., and Jones, J. B. 1992. 
Characterization of Xanthomonas campestris strains from aroids using 
physiological, pathological, and fatty acid analyses. Phytopathology 82 : 
754-759. 
 
 
- 54 -
Coltri, P. P., E. R. Gonçalves., J. R. Neto., and Y. B. Rosato. 2000. 
Detecçao da diversidade em Xanthomonas axonopodis pv. 
dieffenbachiae por SDS-PAGE, RAPD e RFLP da regiao espaçadora 
16S-23S. Summa Phytopathol. 26 : 399-406. 
Chrisie, P.J., and Vogel, J.P. 2000 . Bacterial type IV secretion : 
conjugation systems adapted to deliver effector molecules to host cells. 
Trends Microbiol. 8 : 354-360. 
Curtis, A. S. G., and Wilkinson, C. 2001. Nanotechniques and approaches 
in biotechnology. Trends Biotech. 19: 97-101. 
Dowson, W. J. 1943. On the generic names Pseudomonus,Xanthomonas 
   and Bacterium for certain bacterial.plant pathogens. Trans. Br. Mycol. 
   SOC2.6:4-14. 
Dams, E., L. Hendriks, Y. Van der Peer, J. M. Neefs, G. Smits, I. 
Vandenbempt, and R. De Wachter. 1988. Compilation of small 
ribosomal subunit RNA sequences. Nucleic Acids Res. 16 : 87-173 
Devadath, S. 1989. Chemical control of bacterial blight rice. p.89-98 
in:Bacterial blight of rice. Proceeding of international workshop on 
Bacterial of Rice. International Rice Research Institute, Manila, 
Phillippines. pp 235 
David. G. Thanassi., and Scott. J. Hultgren. 2000. Multiple pathways 
allow protein secretion across the bacterial outer membrane. Current 
Opinion in Cell Biology. 12: 420-430. 
 
 
- 55 -
Fukui, R., Fukui, H., Mcelhaney , R., Nelson, S .C., and Alvarez, A . M . 
1996 . Relationship between symptom development and actual sites of 
infection in leaves of anthurium inoculated with a bioluminescent strain 
of Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae. Appl. Environ. 
Microbiol. 62：1021-1028. 
Fukui, R. Fukui, H., and Alvarez, A. M. 1999a. Comparisons of single 
versus multiplex bacterial species of biological control of anthurium  
   Blight. Phytopathology. 89:366-373. 
Fukui, R. Fukui, H., and Alvarez, A. M. 1999b.Suppression of bacterial 
blight by a bacterial community isolated from the guttation fluids of 
anthuriums. Appl. Environ. Microbiol. 65:1020-1028. 
Fukushima. W., Püls. J., Buhrdorf. R., Gebert. B., Odenbreit. S., and Haas 
R. 2002. Systematic mutagenesis of the Helicobacter pylori cag 
pathogenicity island: essential genes for CagA translocation in host 
cells and induction of interleukin-8. Mol Microbiol. 42: 1337-1348 
Guevara, Y. M., and E. Debrot. 1987. Plant Pathogenic Bacteria, College 
Park, Md., 2 to 7 June 1985. 
Glick, D. L., Coffey, C. M., and Sulzizski, M. A. 2002. Simultaneous 
PCR detection of the two major bacterial pathogen of geranium. 
Journal of Phytology. 150:54-59. 
Gona, Karimi. Kordestani., and Omid, K. 2008. Sequence Analysis and 
Phylogeny of VirD4 protein of TypeIV secretion system in 
Gram-Negative bacteria.Biotechnology. 7:523-529. 
 
 
- 56 -
Hayward , A. C. 1972. A bacterial disease of anthrium in Hawaii.Plant Dis. 
Rep .56：904-908 
Hsu, S. T., and Tzeng , K. C. 1979. Occurrence of bacterial blight of bean 
in Taiwan. Plant Prot. Bull . 21:244-246. 
Hiesh, S. P. Y. Bacterial blight of rice.2003.p323-338.in:Plant Protection 
Serial Book No.8. in Rice protection(Vol.2). Bureau of Animal and 
Plant Health Inspection and Quarantine, Council of Agriculture. 
Taipei,Taiwan.(in Chinese). 
Isabelle Robe`ne-Soustrade, Philippe Laurent, Lionel Gagnevin, 
Emmanuel Jouen, and Olivier Pruvost. 2006. Specific Detection of 
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae in Anthurium (Anthurium 
andreanum) Tissues by Nested PCR. Appl. and Environmental 
Microbiology 72：1072–1078. 
Jenkins, C. L., and Starr, M .P. 1982.The brominated 
ary-polyene(xanthomondin)pigments of Xanthomonas juglandis protect 
against photobiological damage. Current Microbiology 7:323-326. 
J. Swings, M., Van. Mooter. L., Vauterin. B., Hoste. M., Gillis. T., W. 
Mew, and K. Kersters. 1990. Reclassification of the of the Causal 
Agents of Bacterial Blight(Xanthomonas campestris pv. oryzae) and 
Bacterial Leaf Streak(Xanthomonas campestris pv. oryzicola) of 
Rice as Pathovars of Xanthomonas oryzae (ex Ishiyama 1922) sp. 
nov., nom. rev. International Journal of Systematbic cteriol . 40: 
309-311. 
 
 
- 57 -
Jin, K. S., Kang, I. B.,Ko, K.I., Lee, E. S., Heo, J.Y., Kang, Y. K., and 
Kim, B.K. 2001. Detection of  Xanthomonas axonopodis pv. citri on 
Citrus Fruits Using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Plant 
Pathol. J. 17:62-66. 
Klevan, L., and Wang, J. C. 1980. Dexyribonucleic acid gyrase- 
deoxyribonucleic acid complex containing 140 base pairs of 
deoxyribonucleic acid and an α2β2 protein core. Biochemisity 
19:5229-5234. 
Kanako Watanabe., James Nelson., Shigeaki Harayama., and Hiroaki 
Kasai. 2001.ICB database: the gyrB database for identification and 
classification of bacteria. Nucleic Acids Res. 29: 344–345. 
Llosa, M., F. X. Gomis-Ruth., M. Coll., and F. De la Cruz. 2002. Bacterial 
conjugation : A two-step mechanism for DNA transport. Mol. 
Microbiol. 45:1-8. 
L. Soler., M. A. Yanez., M. R. Chacon., M. G. Aguilera-Arreola., V. 
Catalan., M. J. Figueras., and A. J. Matinez-Murcia.2004. 
Phylogenetic analysis of the genus Aeromonas based on two 
housekeeping genes. International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology.54:1511-1519. 
McCulloch, L., and Pirone, P . 1939. Bacterial leaf spot of Dieffenbachiae. 
Phytopathology. 92 : 956-967. 
Mizuuchi, K., O＇Dea, M.H., and Gellert,M. 1987.DNA gyrase:subunit 
structure and ATPsae activity of the purified enzyme.Proc. 
Natl.Acad.USA.75:5960-5963. 
 
 
- 58 -
Mew, T. W. 1987. Current status and future prospects of research on 
bacterial blight of rice. Rev. Phytopathol. Annu. 25:359-382. 
Mu, L. 1990. Anthurium culture and blight in Tahiti, p. 37-38. In A. M. 
Alvarez (ed.), Proceedings of the 3rd Anthurium Blight Conference, 
University of Hawaii, Hilo. 
Mew, T. W., Alzarez, A. M., Leach, J. E., and Swings J. 1993. Focous on 
bacterial blight of rice. Plant Dis.77:5-12. 
Moghimi, S. M., Hunter, A. C. H., and Murray, J. C.2001. 
Long-circulating and target-specific nanoparticles : theory to practice. 
Pharm. Rev. 53: 283-318. 
Masao Fukushima, Kenichi Kakinuma, and Ryuji Kawaguchi. 2002. 
Phylogenetic Analysis of Salmonella, Shigella, and Escherichia coli 
Strains on the Basis of the gyrB Gene Sequence. J Clin Microbiol. 40: 
2779–2785. 
M.H.R. Khoodoo, F. Sahin, and Y. Jaufeerally-Fakim. 2005. Sensitive 
detection of Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae on 
Anthurium andreanum by immunocapture-PCR (IC-PCR) using 
primers designed from sequence characterized amplified regions 
(SCAR) of the blight pathogen. European Journal of Plant Pathology. 
112:379–390 
Natural, M. P. 1990. Anthurium blight in the Philippines, p. 38. In A. M. 
Alvarez (ed.), Proceedings of the 3rd Anthurium Blight Conference, 
University of Hawaii, Hilo. 
 
 
 
 
- 59 -
Norman, D., R. Lipp, A. Benedict, and A. Alvarez. 1992. Enhanced 
detection of Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae using a 
“miniplate system.” Phytopathology 82:1177. 
Norman,D.J., and Alvarez. A. M. 1994a. Latent infections of in vitro 
anthurium caused by Xanthomonas campestris pv.dieffenbachiae. 
plant Cell Tissue Organ Cult. 39：55-61. 
Norman,D.J., and Alvarez. A. M. 1994b. Rapid detection of Xanthomonas 
campestris pv. dieffenbachiae in anthurium plants with a miniplate 
enrichment/ELISA system.Plant Dis.78:954-958. 
Nishijima, W. T. 1998. Anthurium blight an overview, 
pp.6-8.In:Proceedings of the Frist Anthurium Blight Conference held 
at Hilo. Hawaii. 
Norman, D. J., R. J. Henny, and J. M. F. Yuen. 1999. Resistance levels of 
pot anthurium cultivars to Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae. 
Hortscience 34:721-722. 
Naoto, Adachi., and Takashi, Oku. 2000. PCR-mediated Detection of 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae by Amplification of the 16S-23S 
rDNA Spacer Region Sequence. J. Gen. Plant Pathol. 66:303-309. 
N, Sakthivel., C. N. Mortensen., and S, B, Mathur. 2001. Detection of 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae in artificially inoculated and naturally 
infected rice seeds and plants by molecular techniques. Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 56:435-441. 
 
 
- 60 -
Neil Parkinson, Valentine Aritua, John Heeney, Claire Cowie, Janice Bew 
and David Stead. 2007. Phylogenetic analysis of Xanthomonas 
species by comparison of partial gyrase B gene sequences. Int J Syst 
Evol Microbiol. 57: 2881-2887 
Ou, S. H.1985. Bacterial leaf blight p.61-96.in:Rice Disease. 
Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey, England.. 
Olsvi, O., Popovic T., Skjerve, E. K., Cudjoe, S., Hornes, E., Ugelstad, J., 
and Uhlen, M. 1994. Magnetic separation techniques in diagnostic 
microbiology. Clin. Microbiol. Rev. 7:43-54. 
Ozdemir Zahide. 2005. Development of a Multiplex PCR Assay for 
Concurrent Detection of Clavibacter michiganensis ssp. 
michiganensis and Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria. Plant 
Patholog Journal. 2: 133-137. 
Padmanabhan, S. Y. 1983. Integrated control of bacterial blight of rice. 
Oryzae. 20:188-194. 
Pyle, B. H., Broadaway, S. C., and Mefeters, g. A. 1999. Sensitive 
Detection of Escherich coli O157:H7 in food and water by 
immunomagnetic separation and solid-phase laser cytometry.Appl. 
Environ. Microbiol. 65: 1996-1972. 
Periasamy, M., Niazi,F.R., and Malathi,V. G. 2006. Multiplex RT-PCR, a 
novel technique for the simultaneous detection of the DNA and RNA 
viruses causing rice tungro disease. J. Virol. Meth. 134：230-236 
 
 
- 61 -
P. Laurent., A. Chabirand ., E. Jouen ., Robène-Sou.Strade., L. Gagnevin ., 
B. Hostachy., and O. Pruvost. 2009. A new semi-selective medium for 
the isolation of Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae, the 
etiological agent of anthurium bacterial blight. Appl.Microbiol.49：
210-216. 
Rott, P., and P. Prior. 1987. Un dépérissement bactérien de l'anthurium 
provoqué par Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae aux Antilles 
françaises. Agron. Trop. 42: 61-68. 
Stead, D. E. 1989. Grouping of Xanthomonas campestris pathovars of 
cereals and grasses by fatty acid profiling. Bulletin OEPP/EPPO 
Bulletin 19:57-68. 
Satoshi, Yamamoto and Shigeaki, Harayama .1996. Phylogenetic 
Analysis of Acinetobacter Strains Based on the Nucleotide Sequences 
of gyrB Genes and on the Amino Acid Sequences of Their Products. 
Internation Journal of Systematic Cteriolo. 40 : 506-511. 
Satoshi Yamamoto and Shigeaki Harayama.1998.Phylogenetic 
relationships of Pseudomonas putida strains deduced from the 
nucleotide sequences of gyrB, rpoD and 16S rRNA genes.  
International Journal of Systematic Bacteriology. 4:813-319.  
Soustrade, I., L. Gagnevin, P. Roumagnac, O. Gambin, D. Guillaumin, 
and E. Jeuffrault. 2000. First report of anthurium blight caused by 
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae in Reunion Island. Plant 
Dis. 84:1343. 
 
 
- 62 -
Sharman, M., Thomas, J. E., and Dietzgen, R. G. 2000. Development of a 
multiplex immunocapture PCR with colourimetric detection for 
viruses of banana. J. Virol. Methods. 89: 75-88. 
Schaad, N. W., Jones, J .B., and Chun,W. 2001. Laboratory Guide for 
Identification of Plant Pathogenic Bacteria.3rd ed. APS Press. St. Paul, 
MN, USA. 
Schroder, G. and E. Lanka, 2003. TraG-like proteins of type IV secretion 
systems: Functional dissection of the multiple activities of TraG (RP4) 
and TrwB (R388). J. Bacteriol. 185: 4371-4381. 
Saddler, G. S. and Bradbury, J. F.2005.Gens Xanthomons.In Bergeys 
Manual of  Systematic Babcteriology ( Brenner, D. J.Krieg, N. R and 
Staley, J.T.eds.) 2nd.vol.2 pp.63-90. 
Susumu Kawasaki, Pina M. Fratamico, Irene V. Wesley., and Shinichi 
Kawamoto.2008. Species-Specific identification of Campylobacters 
by PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism and PCR 
targeting of the Gyrase B gene. Applied and Environmental 
Microbiology.74:2529-2533. 
Tika B. Adhikari., T. W., and Jan E. Leach. 1999. Genotypic and 
Pathotypic Diversity in Xanthomonas oryzae pv. oryzae in Nepal. 
Phytopathology. 89:687-694. 
Teycheney, P. Y., Acina, I., Lockhart, B. E. L., and Candresse, T. 
2007.Detection of Banana mild virus and Banana virus X by 
polyvalent degenerate oligonucleotide PT-PCR(POD-RT-PCR). J. 
Virol. Methods 142: 41-49. 
 
 
- 63 -
Williams and Wilkins. Baltimore. Vauterin, L., Hoste, K., and Swings, 
J.1995. Reclassification of Xanthomonas. Int.J.Syst.Bacteriol. 
45:472-489. 
William, J., Mason, Jons, Blevins, Karen Beenken, Noroyono Wibowo, 
Neelumojha, and Marks.Smeltzer. 2001. Multiplex PCR Protocol for 
the Diagnosis of Staphylococcal Infection. Journal of clinical 
Microbiology. 39：3332-3338. 
Wilkinson, J. M. 2003. Nanotechnology applications in medicine. Med. 
Device Technol. 14: 29-31. 
Yamamoto, S., and S. Harayama. 1998. Phylogenetic relationships of 
Pseudomonas putida strains deduced from the nucleotide sequences 
of gyrB, rpoD and 16S rRNA genes. Int. J. Syst. Bacteriol. 3:813-819. 
Yukiko Maeda , Hirosuke Shinohara, Akinori Kiba, Kouhei Ohnishi, 
Naruto Furuya , Yoshiaki Kawamura , and Takayuki Ezaki. 
2006.Phylogenetic study and multiplex PCR-based detection of 
Burkholderia plantarii, Burkholderia gluma and Burkholderia 
gladioli using gyrB and rpoD sequences. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology.56:1031-1038. 
Yang, H., Qu, L., Wimbrow, A. N., Jiang, X., and Sun, Y.2007. Rapid 
detection of Listeria monocytogenes by nanoparticle-based 
immunomagnetic and real-time PCR. Int. J. Food Microbiol. 
118:132-138. 
 
 
- 64 -
Zhao, W. J., Zhu, S. F., Liao. X. L., Chen, H. Y., and Tan. T. W.2007. 
Detection of Xanthomonas oryzae pv. oryzae in seeds using a specific 
TaqMan probe. Mol Biotechnol. 35:119-27 
Wilkinson, J. M. 2003. Nanotechnology applications in medicine. Med. 
Device Technol. 14: 29-31. 
Yamamoto, S., and S. Harayama. 1998. Phylogenetic relationships of 
Pseudomonas putida strains deduced from the nucleotide sequences 
of gyrB, rpoD and 16S rRNA genes. Int. J. Syst. Bacteriol. 3:813-819. 
Yukiko Maeda , Hirosuke Shinohara, Akinori Kiba, Kouhei Ohnishi, 
Naruto Furuya , Yoshiaki Kawamura , and Takayuki Ezaki. 
2006.Phylogenetic study and multiplex PCR-based detection of 
Burkholderia plantarii, Burkholderia gluma and Burkholderia 
gladioli using gyrB and rpoD sequences. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology.56:1031-1038. 
Yang, H., Qu, L., Wimbrow, A. N., Jiang, X., and Sun, Y.2007. Rapid 
detection of Listeria monocytogenes by nanoparticle-based 
immunomagnetic and real-time PCR. Int. J. Food Microbiol. 
118:132-138. 
Zhao, W. J., Zhu, S. F., Liao. X. L., Chen, H. Y., and Tan. T. W.2007. 
Detection of Xanthomonas oryzae pv. oryzae in seeds using a specific 
TaqMan probe. Mol Biotechnol. 35:119-27 
 
 
 
 
 
 
- 65 -
陸、圖表 
XAV             CCGCTGTACAAGCTCAAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTATCTGAAGGACGACGCGGCGCTC 1740 
XAC             CCGCTGTACAAGCTCAAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTATCTGAAGGACGACGCGGCGCTC 1686 
XCC             CCGCTGTACAAGCTCAAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTATCTCAAGGACGACGCCGCGCTC 1686 
                ***************************************** *********** ****** 
XAV             AACGCCTACCTGGCTAGCAATGCGGTCGAGGGCGCGGCGCTGATTCCGGCCACCGACGAA 1800 
XAC             AACGCCTACCTGGCCAGCAATGCGGTCGAAGGTGCGGCGCTGATTCCGGCCACCGACGAG 1746 
XCC             AACGCCTACCTGGCCAGCAGCGCGGTCGAAGGTGCAGCGCTGATCCCGGCCAGCGACGAG 1746 
                ************** ****  ******** ** ** ******** ******* ******  
XAV             CCGCCGATCACCGGCGAAGCGCTGGAGAAATTGTTGATGCTGTTCACCAGCGCCAACGAA 1860 
XAC             CCACCGATCACCGGCGAAGCGCTGGAGAAATTGTTGATGCTGTTCACCAGCGCCAACGAA 1806 
XCC             CCGCCGATCACCGGCGAGGCGCTGGAAAAACTGCTGCTGTTGTTCGCTGGCGCCAAGGAG 1806 
                ** ************** ******** *** ** ** ** ***** *  ******* **  
XAV             GCGATCGCGCGCAACGCACACCGCTACGACCCGGCCCTGCTCACCGCGCTGATCGACCTG 1920 
XAC             GCGATCGCGCGCAACGCCCACCGCTACGACCCGGCCCTGCTCACCGCGCTGATCGACCTG 1866 
XCC             GCCATTGCCCGCAATGCCCACCGCTACGACCCGGCGCTGTTGACCGCGTTGATCGATCTG 1866 
                ** ** ** ***** ** ***************** *** * ****** ******* *** 
XAV             CCGCCACTGGATGTGGAAAAACTGCAGGCCGAAGGCGACCAGCATCCGACCCTGGATGCA 1980 
XAC             CCGCCACTGGATGTGGAAAAACTGCAGGCCGAAGGCGACCAGCATCCGACTTTGGATGCG 1926 
XCC             CCGCCGCTGGACGTGGTGCAGCTGCAGGCCGAAGGCGACGTGCATCCCACGCTGGATGCG 1926 
                ***** ***** ****   * ******************  ****** **  *******  
XAV             CTGCAGGCAGTGCTCAACCGCGGCACCCTGGGTACCGCGCGCTACCAGTTGCGCTTCGAC 2040 
XAC             CTGCAGGCCGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACCGCGCGCTATCAGTTGCGCTTCGAC 1986 
XCC             CTGCAGGCAGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACGGCGCGCTATCACCTGCGCTTCGAC 1986 
                ******** ******** ************** ** ******** **  *********** 
                *********************** ** ******** ** ******** ******** *** 
XAV             GCCGACCAGATCTTCAGCACCTTGATGGGCGATGTGGTCGAGCCACGCCGCGACTTCATC 2460 
XAC             GCCGACCAGATCTTCAGCACCTTGATGGGCGATGTGGTCGAACCACGCCGCGACTTCATC 2406 
XCC             GCCGACCAGATCTTCAGCACCTTGATGGGCGATGTGGTGGAACCGCGCCGCGACTTCATC 2406 
                 ************************************** ** **  *************** 
圖一、以多序列比對軟體 ClustalW 分析 NCBI 資料庫中 Xav、Xac 及
Xcc 之 gyrase B 核酸序列。圖中黃色區域為共通性引子
XAN-gyrB-F，粉紅色區域則為共通性引子 XAN-gyrB- 
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圖二、以共通性引子組 XAN-gyrB-F/XAN-gyrB-R 進行 Xcc、Xad、Xac、 
Xoo、Xav 及 Xcm 染色體 DNA 之 PCR 增幅。 
 
The fellowing DNAs were used:Xcc (Lane 1: XCH15, Lane 
2:XCC444), Xad (Lane 3: An115, Lane 4: An122), Xac(Lane 5: 
XAC980, Lane 6:XAC977),Xav(Lane 7: XTN29, Lane 8:XTN50), 
Xoo(Lane 9: XON49, Lane 10: XON48), Xcm (Lane11: XCM56, 
Lane 12: XCM60),M：100bp DNA marker,N: ddH2O。 
 
 
 
 
 
 
 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 N 
704bp 
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    XAC           AACGAAGCGATCGCGCGCAACGCCCACCGCTACGACCCGGCCCTGCTCACCGCGCTGATC 180 
    XCM           AACGAAGCGATCGCGCGCAACGCCCACCGCTACGACCCGGCCCTGCTCACCGCGCTGATC 180 
    XAD           AACGAGGCGATCGCGCGCAACGCCCACCGCTACGACCCGGCTCTGCTCACCGCGCTGATC 180 
    XAV           AACGAAGCGATCGCGCGCAACGCACACCGCTACGACCCGGCCCTGCTCACCGCGCTGATC 180 
    XOO           AACGAAGCGATTGCGCGCACCGCGCACCGCTACGACCCGGCTTTGCTGACCGCATTGATC 180 
    XCC           AAGGAGGCCATTGCCCGCAATGCCCACCGCTACGACCCGGCGCTGTTGACCGCGTTGATC 180 
     ** ** ** ** ** ****   ** *****************  ** * *****  ***** 
    XAC           GACCTGCCGCCACTGGATGTGGAAAAACTGCAGGCCGAAGGCGACCAGCATCCGACTTTG 240 
    XCM           GACCTGCCGCCACTGGATGTGGAAAAACTGCAGGCCGAAGGCGACCAGCATCCGACTTTG 240 
    XAD           GACCTGCCGCCATTGGATGTGGAAAAGCTGCAGGCCGAAGGCGACCAGCACCCGACCCTG 240 
    XAV           GACCTGCCGCCACTGGATGTGGAAAAACTGCAGGCCGAAGGCGACCAGCATCCGACCCTG 240 
    XOO           GACCTGCCGCCGCTGGATGTGGAAACACTGCAGGCCGAAGGCAATCAGCATCCGGCCCTG 240 
    XCC           GATCTGCCGCCGCTGGACGTGGTGCAGCTGCAGGCCGAAGGCGACGTGCATCCCACGCTG 240 
      ** ********  **** ****     *************** *   ***    **  *  ** 
    XAC           GATGCGCTGCAGGCCGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACCGCGCGCTATCAGTTGCGC 300 
    XCM           GATGCGCTGCAGGCCGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACCGCGCGCTATCAGTTGCGC 300 
    XAD           GATGCACTCCAGGCAGTGCTCAACCGCGGCACCCTGGGTACCGCACGCTATCAGTTGCGC 300 
    XAV           GATGCACTGCAGGCAGTGCTCAACCGCGGCACCCTGGGTACCGCGCGCTACCAGTTGCGC 300 
    XOO           GATGCGCTGCAGGCAGTGCTCAATCGCGGTACCCTGGGCACAGCGCGCTACCAGTTGCGC 300 
    XCC           GATGCGCTGCAGGCAGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACGGCGCGCTATCACCTGCGC 300 
      ***** ** ***** ******** ***** ******** ** ** ***** **   ***** 
    XAC           AAGAAGGGCCGCCAGGTGCAGCGCCTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAATGCCGAGCAGCTA 600 
    XCM           AAGAAGGGCCGCCAGGTGCAGCGCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAATGCCGAGCAGCTA 600 
    XAD           AAGAAGGGCCGCCAGGTACAGCGCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAATGCCGAGCAGCTG 600 
    XAV           AAGAAGGGCCGCCAGGTGCAGCGCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAATGCCGAGCAGCTG 600 
    XOO           AAGAAGGGTCGCCAGGTCCAGCGCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAACGCCGAGCAGCTC 600 
    XCC           AAGCGGGGCCGCCAGGTGCAGCGCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAACGCCGAGCAATTG 600 
        ***  *** ******** ****** **********************   ********    * 
圖三、以多序列比對軟體 ClustalW 分析 Xad、Xoo、Xcc、Xac、
Xcm 及 Xav 等不同病原型之 gyrase B 核酸序列。圖中黃色區
域為 Xoo 專一性引子 XOO-gyrB-ID-F；藍色區域為 Xad 專一
性引子組 XAD-gyrB-ID-F/ XAD-gyrB-ID-R。   
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圖四、以專一性引子組 XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R 進行 Xad、         
Xcc、Xac、Xav、Xoo 及 Xcm 等不同病原型染色體 DNA 的 PCR
專一性分析。 
 
The fellowing DNAs were used:Xad (Lane 1: An114, Lane 2: 
An115, Lane 3: AN122), Xcc (Lane 4: XCH14, Lane 5: XCC429 
Lane,6:XCC409), Xac (Lane 7: XAC953, Lane 8:XAC956, Lane 
9: XAC9553), Xav (Lane 10: XTN50, Lane 11:XPN35, Lane 12: 
XTN29), Xoo (Lane 13: XOO52, Lane 14: XOO56, Lane 15: 
XON13), Xcm (Lane16: XCM52, Lane 17: XCM62, Lane 18: 
XCM72), M：100bp DNA marker. 
 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
364bp 
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圖五、以專一性引子組 XOO-gyrB-ID-F/Xan-gyrB-R 進行 Xoo、Xcm、
Xad、Xav、Xac 及 Xcc 等不同病原型染色體 DNA 的 PCR 專一
性分析。 
 
The fellowing DNAs were used:Xoo (Lane 1: XON13, Lane 2: 
XON24, Lane 3: XON46), Xcm (Lane 4: XCM72, Lane 5: XCM76, 
Lane 6: XCM62), Xad (Lane 7: An109, Lane 8: An118, Lane 9: 
An122), Xav (Lane 10: XPN37, Lane 11: XTN29, Lane 12: 
XTN44), Xac (Lane 13: XAC956, Lane 14: XAC980, Lane 15: 
XAC9516), Xcc (Lane16: XCC601, Lane 17: XCC409, Lane 18: 
XCC427), M：100bp DNA marker. 
M
  
1 2 3 4  5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
549bp 
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M 1 2 3 4 5 6 
 
圖六、以專一性引子組XAD-gyr B-ID-F/XAD-gyrB-ID-R分別進行Xad
之 DNA 及菌體之 PCR 敏感度分析。(A)以 10 倍連續稀釋染色
體 DNA，Lanes 1 至 Lanes 7 濃度為 4 ng ,400 pg , 40 pg , 4 pg , 
400 fg , 40 fg , 4 fg。(B)以 10 倍連續稀釋菌液，Lanes 1 至 Lanes 
6 濃度為 105, 104, 103, 102, 101 and 100 cfu /μl；Lane M: 100bp 
DNA marker。 
364bp 
A 
B 
364bp 
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M 1 2 3 4 5 6 7 
 
 
M 1 2 3 4 5 
 
圖七、以專一性引子組 XOO-gyr B-ID-F/Xan-gyrB-R 分別進行 Xoo 之
DNA 及菌體之 PCR 敏感度分析。(A)以 10 倍連續稀釋染色體
DNA，Lanes 1 至 Lanes 7 濃度為 3 ng ,300 pg , 30 pg , 3 pg , 300 
fg , 30 fg , 3 fg。(B)以 10 倍連續稀釋菌液，Lanes 1 至 Lanes 5
濃度為 104, 103, 102, 101 and 100  cfu /μl；Lane M: 100bp DNA 
marker。 
549bp 
549bp 
B 
A 
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XCC1            GTGGTCCTGGACATCAAGCAGGAAAACTTCGATCTGACCAGCGGCTGGCGTGCCAGCCAG 540 
XCC2            GTGGTTCTGGACATCAAGCAGGAAAACTTCGATCTGACCAGCGGCTGGCGTGCCAGCCAG 540 
XAC             GTGGTCCTGGACATCAAGCAGGAGAACTTCGACCTGACCAGTGGCTGGCGTGCCAGCCAG 540 
XAV             GTCGTCCTGGACATCAAGCAGGAGAACTTCGACCTGACCAGCGGGTGGCGCGCCAGTCAG 540 
                ** ** ***************** ******** ******** ** ***** ***** *** 
XCC1            GGCACCCTGAAAGAGCCGCTCAACGCCTGGATCAATCCCGTCCTGGACGCTGCTACCAGC 1020 
XCC2            GGCACCCTGAAAGAGCCGCTCAACGCCTGGATCAATCCCGTTCTGGACGCTGCTACCAGC 1020 
XAC             GGCACCTTGAAGGAGCCGCTCAATGCGTGGATCAATCCGGTTCTGGACGCTGCAACCAGT 1020 
XAV             GGCACCTTGAAGGAGCCGCTCAATGCATGGATCAATCCGGTGCTGGACGCCGCCACCAGT 1020 
                ****** **** *********** ** *********** ** ******** ** *****  
XCC1            GCCGACGATTTCCTGCTGACGGATCTGCGCAAGAAGAAGATGACCATCTACATCGGCATC 1080 
XCC2            GCCGACGATTTCCTGCTGACGGATCTGCGCAAGAAGAAGATGACCATCTACATCGGCATC 1080 
XAC             GCGGACGACTTCGTGCTCACGGACCTTCGCAAGAAGAAGATGACCATCTACATCGGCATC 1080 
XAV             GCGGATGACTTCCTGCTCACGGACCTTCGCAAGAAGAAGATGACCATCTACATCGGCATC 1080 
                ** ** ** *** **** ***** ** ********************************* 
XCC1            CAGCCCAACAAGCTGGCCGAGAGTCGCCTGATCATCAATCTGCTTTTCAGCCAGATCATC 1140 
XCC2            CAGCCCAACAAGCTGGCCGAGAGCCGCCTGATCATCAATCTGCTTTTCAGCCAGATCATC 1140 
XAC             CAGCCCAACAAGCTGGCCGAAAGCCGCCTGATCATCAACCTGCTCTTCAGCCAGATCATC 1140 
XAV             CAGCCCAACAAGCTGGCCGAAAGCCGCCTGATCATCAATCTGCTCTTCAGCCAGATCATC 1140 
                ******************** ** ************** ***** *************** 
圖八、以多序列比對軟體 ClustalW 分析 NCBI 資料庫中 Xav、Xac 及
Xcc 之 virD4 核酸序列。圖中黃色區域為共通性引子
XAN-virD4-F，藍色區域則為共通性引子 XAN -virD4-R。 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 
 
圖九、以共通性引子組 XAN-virD4-F/XAN-virD4-R 進行 Xad、Xcm、
Xcc、Xac、及 Xav 染色體 DNA 之 PCR 增幅。 
The fellowing DNAs were used:Xad (Lane 1:An115, Lane 2:   
An122), Xcm (Lane 3:XCM60, Lane 4: XCM62), Xcc (Lane 5: 
XCH15, Lane 6:XCC601), Xac (Lane 7: XAC980, Lane 
8:XAC9513), Xav(Lane 9:XPN37, Lane 10: XPN2), M：100bp 
DNA marker, N: ddH2O。 
609bp 
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XAC             CACGAGGTCTTCCTGTTCAATCCGTTCGCCGAAGACCGTCGCACGCATCGCTGGAATCCA 120 
XCM             CACGAGGTCTTCCTGTTCAATCCGTTCGCCGAAGACCGTCGCACGCATCGCTGGAATCCG 119 
XAD             CACGAGGTCTTCCTGTTCAATCCGTTCGCCGAAGATCGTCGCACGCATCGCTGGAATCCG 120 
XAV             CACGAAGTCTTCCTGTTCAACCCGTTCGCCGAAGACCGTCGCACGCATCGCTGGAACCCG 120 
XCC             CACGAGGTTTTTCTCTTCAATCCGTTTGCCGAAGATCGCCGCACGCACCGCTGGAACCCG 120 
                ***** ** ** ** ***** ***** ******** ** ******** ******** **  
XAC             TTGACCTATGTGTCGAACGATCCCGCATTTCGCGTTTCGGATTTGATGAGCATCGCAGCG 180 
XCM             TTGACCTATGTGTCGAACGATCCCGCATTTCGCGTTTCGGATTTGATGAGCATCGCAGCG 179 
XAD             TTGACCTACGTGTCGAACGACCCCGCATTTCGCGTTTCGGATCTGATGAGCATTGCGGCG 180 
XAV             TTGACCTATGTGTCGAACGACCCCGCATTCCGCGTTTCGGATCTGATGAGCATCGCGGCG 180 
XCC             CTCACCTACGTGTCGGCTGATCCGGCCTTCCGCGTCTCGGATCTGATGAGCATCGCCGCG 180 
                 * ***** ******   ** ** ** ** ***** ****** ********** ** *** 
XAC             ATGTTGTACCCGGACGGATCCGACGACCAGAAGTTCTGGGTGAGCCAGGCGCGCAACGCC 240 
XCM             ATGTTGTACCCGGACGGGTCCGACGACCAGAAGTTCTGGGTGAGCCAGGCGCGCAACGCC 239 
XAD             ATGCTGTATCCAGATGGGTCGGACGACCAGAAGTTCTGGGTCAGCCAGGCGCGTAATGCC 240 
XAV             ATGCTGTACCCGGACGGCTCCGACGACCAGAAGTTCTGGGTCAGCCAGGCGCGCAACGCG 240 
XCC             ATGCTGTACCCGGACGGTTCGGACGATCAGAAATTCTGGGTCAGCCAGGCGCGCAACGCG 240 
                *** **** ** ** ** ** ***** ***** ******** *********** ** **  
圖十、以多序列比對軟體 ClustalW 分析 Xac、Xcm、Xad、Xav 及 Xcc
等不同病原型之 virD4 核酸序列。圖中灰色區域為 XAD 之專
一性引子 XAD-virD4-ID-F。 
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圖十一、以專一性引子組 XAD-virD4-ID-F/Xan-virD4-R 進行 PCR 增
幅 Xad、Xcc、Xac、Xcm 及 Xav 染色體 DNA 之結果。 
The fellowing DNAs were used: Xad (lane1:An104, 2:An118,3: 
An122), Xcc (lane4: XCC444, 5: XCC427,6:XCH15), Xac 
(lane7: XAC953, 8:XAC9516,9: XAC9536), Xcm (lane10: 
XCM56,11: XCM60,12: XCM62), Xav (lane13: XTN29,14: 
XPN37,15: XPN2), M:100bp DNA marker. 
 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
427bp 
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M 1 2 3 4 5 6 7 
 
M 1 2 3 4 5 
 
 
圖十二、以專一性引子組XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R分別進行Xad
之 DNA 及菌體之 PCR 敏感度分析。(A)以 10 倍連續稀釋染
色體 DNA，Lanes 1 至 Lanes 7 濃度為 2 ng , 200 pg , 20 pg , 2 
pg , 200 fg , 20 fg , 2 fg。(B)以 10 倍連續稀釋菌液，Lanes 1
至Lanes 5濃度為 104, 103, 102, 101, 100 cfu /μl；Lane M: 100bp 
DNA marker。 
427bp 
427bp 
A 
B 
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XAC             GGCAGCTTGCTGCGGATTGCGTTATGTAGCGCGTGGTCAGGGTGCGATGCATCGTTGAGC 120 
XCM             GGCAGCTTGCTGCGGATTGCGTTATGTAGCGCGTGGTCAGGGTGCGATGCATCGTTGAGC 120 
XAD             GGCAGCTTGCTGCGGATTGCGTTATGCAGCGCGTGGTCGGGATGCGATGCATCGTTGAGC 120 
XAV             GGCAGCCTGCTGCGGATTGCGTTATGTAGCGCGTGGTCGGGATGCGATGCATCGTTGAGC 120 
XCC             GGCAGCTTGCTGCGGATCGCGTTGTGCAACGCATGGTCCGGATGCGAGGCATCGTTGAGC 120 
                 ****** ********** ***** ** * *** ***** ** ***** ************ 
XAC             GAAGGCCCTTTGGGCGCAGCAACCTGCGCCTCGC------------GGGTCTGCACCGGT 168 
XCM             GAAGGCCCTTTGGGCGCAGCAACCTGCGCCTCGC------------GGGTCTGCACCGGT 168 
XAD             GAAGGCCCCTTCGGCGCAGCAACCTGCGCCTCGC------------GGGTCTGCACCGGT 168 
XAV             GAAGGCCCTTTCGGCCCAGCAACCTGCGCCTCGC------------GGGTCTGCGCCGGT 168 
XCC             GACGGACCCTTGGGCACAGCAACCTGCGTCTCGCCCGCCTGCGACTGGGTCTGTGCCGGT 180 
                 ** ** ** ** *** ************ *****               *******  ***** 
XAC             TGCTTCTGGAACGCCATCACCGCCTCACGCGTGTTGTCGCCGAAACGGCCATCCTCGGCC 288 
XCM             TGCTTCTGGAACGCCATCACCGCCTCACGCGTGTTGTCGCCGAAACGGCCATCCTCGGCC 288 
XAD             TGCTTCTGAAACGCCATCACCGCCTCGCGCGTGTTGTCGCCGAAACGCCCATCCTCGGCC 288 
XAV             TGCTTCTGGAACGCCATTACCGCCTCACGCGTGTTGTCGCCGAAGCGCCCGTCTTCGGCC 288 
XCC             TGCTTCTGAAACGCGATCACCGCCTCCCGTGTGTTGTCCCCAAAACGACCATCTTCCGCA 300 
                 ******** ***** ** ******** ** ******** ** ** ** ** ** ** **  
XAC             AGTCGGTTGCCCTGCGCATCGCG 311 
XCM             AGTCGGTTGCCCTGCGCATCGCG 311 
XAD             AGCCGGTTGCCCTGCGCATCGCG 311 
XAV             AGGCGGTTGCCTTGTGCATCGCG 311 
XCC             AGCCGGTTGCCCTGTGCATCGCG 323 
                 ** ******** ** ******** 
圖十三、以多序列比對軟體 ClustalW 分析 Xac、Xad、Xcc、Xav 及
Xcm 等不同病原型之 LE 核酸序列。圖中黃色區域為 XAD
之專一性引子 XAD-LE-ID-F；藍色區域為 XAD 之專一性引
子 XAD-LE-ID-R。 
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圖十四、以專一性引子組 XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R 進行 Xad、
Xcc、Xac、Xoo、Xcm 及 Xav 等不同病原型染色體 DNA 的
PCR 專一性分析。 
The fellowing DNAs were used:Xad (Lane 1:An115, Lane 
2:An122, Lane 3: An107), Xcc (Lane 4:XCC421, Lane 5: 
XCC425, Lane 6:XCC444), Xac (Lane 7: XAC980, Lane 
8:XAC9551, Lane 9:XAC9553) , Xoo (Lane 10:XON22, Lane 
11: XON23, Lane 12:XON46) , Xcm (Lane 13: XCM56, Lane 
14: XCXM76, Lane 15:XCM72), Xav (Lane 16: XTN11, Lane 
17: XPN1, Lane 18: XTN10) , M:100bp DNA marker. 
M 1 2 3  4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
205bp 
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M  1 2 3 4 5 6 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖十五、以專一性引子組 XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-R 分別進行 Xad
之 DNA 及菌體之 PCR 敏感度分析。(A)以 10 倍連續稀釋染
色體 DNA，Lanes 1 至 Lanes 7 濃度為 3 ng ,300 pg , 30 pg , 3 
pg ,   300 fg , 30 fg , 3 fg。(B)以 10 倍連續稀釋菌液，Lanes 1
至 Lanes 5 濃度為 104, 103, 102, 101, 100 cfu /μl；Lane M: 100 bp 
DNA marker。 
M 1 2 3 4 5 
205bp 
205bp 
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XAC             AGCCTTGCGCGCCTTGGCTTCGCCATAGGCCATCGCACGGCTGATTTCCTTGATCTCGCC 780 
XAV             GGCCTTGCGCGCCTTGGCTTCGCCATAGGCCATCGCACGGCTGATTTCCTTGATCTCGCC 780 
XOO             GGCCTTGCGCGCCTTGGCTTCGCCATAGGCCATCGCACGGCTGATCTCTTTGATCTCGCC 780 
XCC             GGCCTTGCGCGCCTTGGCTTCGCCATAGGCCATCGCACGGCTGATCTCCTTGATCTCGCC 780 
                 ******************************************** ** *********** 
XAC             CGCAGCAGCGGCCGCATCGGCCTCTTCGATCAGGTCGTTGAAGCCGACCACGATCTCGGC 1380 
XAV             CGCAGCAGCGGCTGCATCGGCTTCTTCGATCAGGTCGTTGAAGCCAACCACGATCTCGGC 1380 
XOO             CGCGGCGGCGGCGGCGTCGGCTTCTTCGATCAGGTCGTTGAAGCCGACCACGATCTCGGC 1377 
XCC             TGCAGCGGCGGCAGCGTCGGCTTCTTCAATCAGGTCGTTGAAGCCGACCACGATCTCGGC 1377 
                 ** ** ***** ** ***** ***** ***************** ************** 
XAC             CAGACGCTTCTTGCCCTCCTTGTGCGCTTCGTAGTCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGAGAG 1440 
XAV             CAGACGCTTCTTGCCTTCCTTGTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAG 1440 
XOO             CAGACGCTTCTTGCCTTCCTTGTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAG 1437 
XCC             CAGACGCTTCTTGCCTTCCTTGTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCAGCTCGGTCGACAG 1437 
                *************** ***************** *************  ******** ** 
XAC             CGGGAACACGCCCAACGCGGCCTGGACCTGGCTCAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGAT 1500 
XAV             CGGGAACACGCCCAATGCGGCCTGGACCTGGCTGAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGAT 1500 
XOO             CGGGAACACGCCCAATGCTGCCTGGACCTGGCTCAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGAT 1497 
XCC             CGGGAACACGCCCAGTGCTGCCTGGACCTGGCTCAGACCTTCTTCGATGCGCTTGGCGAT 1497 
                **************  ** ************** ** *********************** 
XAC             GGCGATTTCGCCTTCGCGGGTCAGCAGCTCGACCGTGCCCATTTCGCGCATGTACATGCG 1560 
XAV             GGCGATTTCGCCTTCGCGGGTCAGCAGCTCGACCGTGCCCATTTCGCGCATGTACATGCG 1560 
XOO             GGCGATTTCGCCTTCGCGGGTCAGCAGCTCGACGGTGCCCATTTCGCGCATGTACATGCG 1557 
XCC             GGCGATTTCGCCTTCGCGGGTCAGCAGCTCAACCGTGCCCATTTCGCGCATATACATGCG 1557 
                ****************************** ** ***************** ******** 
圖十六、以多序列比對軟體ClustalW分析NCBI資料庫中Xav、Xac Xcc
及 Xoo 之 rpoD 核酸序列。圖中藍色區域共通性引子為
XAN-rpoD-F；黃色區域則共通性引子為 XAN-rpoD-R。 
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圖十七、以共通性引子組 XAN-rpoD-F/XAN-rpoD-R 進行 Xac、Xcc、 
Xcm、Xav、Xoo 及 Xad 菌體 DNA 之 PCR 增幅。 
The fellowing DNAs were used: Xac (Lane 1:XAC9551, Lane 
2: XAC980), Xcc (Lane 3:XCC601, Lane 4: XCH15) , Xcm 
(Lane 5: XCM62, Lane 6:XCM72) , Xav (Lane 7: XPN37, 
Lane 8:XPN2) , Xoo (Lane 9:XON22, Lane 10: XON23), Xad 
(Lane 11:An115, Lane 12:An108) , N: ddH2O 
                       
 
 
 
 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 N 
760bp 
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XAC             GCCGGCCTCTTCTTCGGCGGCCTCGTCATCGCCGTCTTCGTCGTCGTCTTCGTCGACTGC 540 
XCM             GCCGGCCTCTTCTTCGGCGGCCTCGTCATCGCCGTCTTCGTCGTCGTCTTCGTCGACTGC 540 
XAD             GCCGGCCTCTTCTTCGGCGGCCTCGTCATCACCGTCTTCGTCGTCGTCTTCGTCGACTGC 540 
XAV             GCCGGCCTCTTCTTCGGCGGCCTCGTCATCGCCGTCTTCGTCGTCGTCTTCGTCGACCGC 540 
XOO             GCCGACCTCTTCTTCGGCGGCGGCGTCATCGCCGTCTTCGTCGTCGTCTTCATCCAGCGC 540 
XCC             GCCGGCCTCTTCCTCGGCAGCGTCGTCGTCGCCGTCTTCGTCGTCATCTTCATCGACCGC 540 
                 **** ******* ***** **  **** ** ************** ***** ** *  ** 
XAC             TTCATCGTCGGACACGGCGACCGGACCGGCCGCGGCGAGCGCAGCAGCGGCCGCATCGGC 600 
XCM             TTCATCGTCGGACACGGCGACCGGGCCGGCCGCGGCGAGCGCAGCAGCGGCCGCATCGGC 600 
XAD             TTCATCGTCGGACACGGCAACCGGGCCGGCCGCGGCGAGCGCAGCAGCGGCCGCATCGGC 600 
XAV             TTCATCGTCGGACACGGCGACCGGGCCGGCCGCGGCGAGCGCAGCAGCGGCTGCATCGGC 600 
XOO             ATCCTCGTCG---ACAGCGACGGGACCAGCGGCAGCCAGCGCGGCGGCGGCGGCGTCGGC 597 
XCC             GTCTTCGTC---CACGGCGACCGGGCCGGCAGCGGCCAGTGCAGCGGCGGCAGCGTCGGC 597 
                 ** *****    ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ***** ** ******* 
XAC             GTGCGCTTCGTAGTCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGAGAGCGGGAACACGCCCAACGCGGC 720 
XCM             GTGCGCTTCGTAGTCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAGCGGGAACACGCCCAACGCGGC 720 
XAD             GTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAGCGGGAACACGCCCAGTGCTGC 720 
XAV             GTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAGCGGGAACACGCCCAATGCGGC 720 
XOO             GTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAGCGGGAACACGCCCAATGCTGC 717 
XCC             GTGCGCTTCGTAATCGGCCAGCAGCATTTCGGTCGACAGCGGGAACACGCCCAGTGCTGC 717 
                 ************ *********************** ****************  ** ** 
XAC             CTGGACCTGGCTCAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGATGGCG 763 
XCM             CTGGACCTGGCTCAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGATGGCG 763 
XAD             CTGGACCTGGCTGAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGA-GGCG 762 
XAV             CTGGACCTGGCTGAGGCCTTCCTCGATGCGCTTGGCGA-GGCG 762 
XOO             CTGGACCTGGCTCAGGCCTTCTTCGATGCGCTTGGCGATGGCG 760 
XCC             CTGGACCTGGCTCAGACCTTCTTCGATGCGCTTGGCGATGGCG 760 
                 **************   ********************* ***** 
圖十八、以多序列比對軟體 ClustalW 分析 Xac、Xcm、Xad、 
        Xav、Xoo 及 Xcc 等不同病原型之 rpoD 核酸序列。    
        圖中藍色區域為 Xoo 專一性引子 XOO- rpoD -ID-F。 
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圖十九、以專一性引子組 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R 進行 
        Xoo、Xcm、Xac、Xcc、Xad 及 Xav 等不同病原型之 
        染色體 DNA 的 PCR 專一性分析。 
The fellowing DNAs were used: Xoo (Lane 1:XON29, Lane 
2:XON21, Lane 3: XON13), Xcm (Lane 4:XCM56, Lane 5: 
XCM60, Lane 6:XCM62), Xac (Lane 7: XAC953, Lane 
8:XAC9551, Lane 9:XAC941), Xcc (Lane 10:XCC406, Lane 
11: XCC425, Lane 12:XCC444), Xad (Lane 13:An108, Lane 
14: An118, Lane 15:An107), Xav (Lane 16: XTN29, Lane 17: 
XPN2, Lane 18: XTN1), M:100 bp DNA marker. 
M 1 2 3  4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
229 bp 
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M 1 2 3 4 5 6 7 
 
M 1 2 3 4 5 6 
 
 
圖二十、以專一性引子組 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R 分別進行   
Xoo 之 DNA 及菌體之 PCR 敏感度分析。(A)以 10 倍連續
稀釋染色體 DNA，Lanes 1 至 Lanes 7 濃度為 4 ng ,400 pg , 
40 pg , 4 pg , 400 fg , 40 fg , 4 fg。(B)以 10 倍連續稀釋菌
液，Lanes 1 至 Lanes 6 濃度為 105,104, 103, 102, 101, 100 cfu 
/μl； Lane M: 100 bp DNA marker。 
229 bp 
229 bp 
A 
B 
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圖二十一、以專一性引子組 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R 及 
          XOO-gyrB-ID-F/XAN-gyrB-R 進行 Xoo 之 Multiplex PCR
偵測。 
The fellowing DNAs were used: Xoo ( Lane 1, XON23；Lane 
2: XON24；Lane 3：XON29 ), Lane M:100 bp DNA marker, 
Lane N: ddH2O. 
 
M 1 2 3 N 
549bp 
229bp 
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M 1 2 3 N 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖二十二、以專一性引子組 XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R、      
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R 及
XAD-LE-ID-F/XAD-LE-ID-F 進行 Xad 之 Multiplex PCR
偵測。 
 
The fellowing DNAs were used:Xad ( Lane 1:An110；Lane 
2:An118；Lane 3：An122 ), Lane M:100 bp DNA marker, Lane 
N: ddH2O. 
364bp 
427bp 
205bp 
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M 1 2 3 4 5 6 
 
圖二十三、以專一性引子組 XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R、 
 XAD-virD4-ID-F/Xan-virD4-R 分別進行混合不同病原型
DNA 之 Multiplex PCR 分析。引子組之使用 Lane 1 至
Lane 3: XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-ID-R；Lane 4 至 6：
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R；染色體 DNA 之使用
Xoo、Xad、Xav、Xcc(Lane 1 及 Lane 4: XON22、AN115、
XPN2、XCH14), ( Lane 2 及 Lane 5：XON24、AN112、
XTN29、XCC601) , (Lane 3 及 Lane 6: XON23、AN122、
XPN37、XCH15), Lane M:100bp DNA marker. 
229bp 
427bp 
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M 1 2 3 4 5 6 
 
 
圖二十四、以專一性引子組 XOO-gyB-ID-F/XAN-gyrB-R、 
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R 分別進行混合不同病原型
DNA 之 Multiplex PCR 分析。引子組之使用 Lane 1 至 Lane 
3: XOO-gyB-ID-F/XAN-gyrB-R Lane 4 至 6：
XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R；染色體 DNA 之使用
Xoo、Xad、Xav、Xcc : (Lane 1 及 Lane 4: XON22、AN115、
XPN2、XCH14 ), ( Lane 2 及 Lane 5：XON24、AN112、
XTN29、XCC601 ),( Lane 3 及 Lane 6: XON23、AN122、
XPN37、XCH15 ), Lane M:100 bp DNA marker. 
 
 
 
 
549bp 
364bp 
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圖二十五、以專一性引子組 XAD-gyrB-ID-F/XAD-gyrB-ID-R、
XAD-virD4-ID-F/XAN-virD4-R、XAD-LE-ID-F/ 
XAD-LE-ID-R 進行 Xad 之 DNA 及菌體之敏感度分析。(A)
以 10 倍連續稀釋染色體 DNA，Lanes 1 至 Lanes 7 濃度為
3 ng ,300 pg , 30 pg , 3 pg , 300 fg , 30 fg , 3 fg。(B)以 10 倍
連續稀釋菌液，Lanes 1 至 Lanes 6 濃度為 105,104, 103, 102, 
101, 100 cfu /μl；Lane M: 100 bp DNA marker。 
M 1 2 3 4 5 6 
A 
B 
427bp 
 
364 bp 
205bp 
 
364 bp 
205bp 
 
5bp 
427bp 
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圖二十六、以專一性引子組 XOO-gyrB-ID-F/XAN-gyrB -R、
XOO-rpoD-ID-F/XAN-rpoD-R進行Xoo 之DNA及菌體之
敏感度分析。(A)以 10 倍連續稀釋染色體 DNA，Lanes    
1至 Lanes 7 濃度為 2 ng ,200 pg , 20 pg , 2 pg , 200 fg , 20 
fg , 2 fg。(B)以 10 倍連續稀釋菌液，Lanes 1 至 Lanes 6
濃度為 105,104, 103, 102, 101, 100 cfu /μl；Lane M: 100 bp 
DNA marker。 
M 1 2 3 4 5 6 7 
M 1 2 3 4 5 6 
M 1 2 3 4 5 6 
549bp 
549bp 
229bp 
229bp 
A 
B 
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表一、供試菌株表 
Strain Source Host 
X. axonopodis pv. dieffenbachiae  
An107 歸仁 火鶴花 
An108 六甲 火鶴花 
AN114 高雄橋頭 火鶴花 
AN115 關廟 火鶴花 
AN118 高雄內門 火鶴花 
AN122 塩水 火鶴花 
X.campestris pv. mangiferaeindicae 
XCM54 台南縣 芒果 
XCM56 台南縣 芒果 
XCM60 台南縣 芒果 
XCM72 雲林土庫 芒果 
XCM76 屏東枋寮 芒果 
X.oryzae pv. oryzae 
XON13 新港 水稻 
XON22 新港 水稻 
XON23 新港 水稻 
XOO52 後壁 水稻 
XOO55 六甲 水稻 
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表一、供試菌株表(續) 
Strain Source Host 
X. axonopodis pv. vesicatoria 
XTN11 六腳 蕃茄 
XTN29 新港 蕃茄 
XTN50 鹽水周 蕃茄 
XPN1 歸仁 甜椒 
XPN2 荊桐 甜椒 
XPN35 六腳 甜椒 
XPN37 里港 甜椒 
X. campestris pv. campestris 
XCH14 台東場 甘藍 
XCH15 台東場 甘藍 
XCC409 雲林刺桐 甘藍 
XCC421 楠西 甘藍 
XCC425 元長 結球白菜 
XCC427 台南市 花椰菜 
XCC429 佳里 花椰菜 
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表一、供試菌株表(續) 
Strain Source Host 
X. axonopodis pv. citri 
XAC953 麻豆 文旦 
XAC956 東山 椪柑 
XAC980 台東檳榔 臍橙 
XAC9516 麻豆 蜜柚 
XAC9536 東山 椪柑 
XAC9551 竹崎 椪柑 
XAC9553 本場 紅文旦 
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表二、不同病原型之部分 gyr B 序列之多序列比對 
 
Seq A 
 
名稱 序列長度 Seq B 名稱 序列長度 相似度 
1 XAC9553 704 2 AN114 704 95 
1 XAC9553 704 3 XPN2 701 96 
1 XAC9553 704 4 XCM60 701 99 
1 XAC9553 704 5 XCC427 701 86 
1 XAC9553 704 6 XON13 704 92 
2 An114 704 3 XPN2 701 96 
2 An114 704 4 XCM60 701 95 
2 An114 704 5 XCC427 701 86 
2 An114 704 6 XON13 704 91 
3 XPN2 701 4 XCM60 701 96 
3 XPN2 701 5 XCC427 701 85 
3 XPN2 701 6 XON13 704 92 
4 XCM60 701 5 XCC427 701 86 
4 XCM60 701 6 XON13 704 92 
5 XCC427 701 6 XON13 704 86 
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表三、不同病原型之部分 virD4 序列之多序列比對 
 
Seq A 名稱 序列長度 Seq B 名稱 序列長度 相似度 
1 XAC980 609 2 XCC425 609 88 
1 XAC980 609 3 XTN50 609 93 
1 XAC980 609 4 XCM72 608 99 
1 XAC980 609 5 AN107 609 94 
2 XCC425 609 3 XTN50 609 88 
2 XCC425 609 4 XCM72 608 88 
2 XCC425 609 5 AN107 609 87 
3 XTN50 609 4 XCM72 608 94 
3 XTN50 6091 5 AN107 609 93 
4 XCM72 608 5 AN107 609 95 
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表四、不同病原型之部分 LE 序列之多序列比對 
 
Seq A 名稱 序列長度 Seq B 名稱 序列長度 相似度 
1 XAC953 266 2 XCC409 278 84 
1 XAC953 266 3 XTN50 266 91 
1 XAC953 266 4 XCM62 266 100 
1 XAC953 266 5 AN122 266 96 
2 XCC409 278 3 XTN50 266 83 
2 XCC409 278 4 XCM62 266 84 
2 XCC409 278 5 AN122 266 85 
3 XTN50 266 4 XCM62 266 91 
3 XTN50 266 5 AN122 266 90 
4 XCM62 266 5 AN122 266 96 
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表五、不同病原型之部分 rpoD 序列之多序列比對 
 
Seq A 名稱 序列長度 Seq B 名稱 序列長度 相似度 
1 XAC980 763 2 AN109 762 96 
1 XAC980 763 3 XCC601 760 93 
1 XAC980 763 4 XCM60 763 98 
1 XAC980 763 5 XON47 760 94 
1 XAC980 763 6 XTN29 763 96 
2 AN109 762 3 XCC601 760 93 
2 AN109 762 4 XCM72 763 97 
2 AN109 762 5 XON47 760 83 
2 AN109 762 6 XTN29 763 98 
3 XCC601 760 4 XCM60 763 93 
3 XCC601 760 5 XON47 760 92 
3 XCC601 760 6 XTN29 763 94 
4 XCM60 763 5 XON47 760 94 
4 XCM60 763 6 XTN29 763 96 
5 XON47 760 6 XTN29 763 94 
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表六、本實驗所使用的引子序列 
Primer Primer sequences 
XAN-gyrB-F 5'-GCGCTCAACGCCTACCTGGC-3' 
XAN-gyrB-R 5'-ACCACATCGCCCATCAAGGTGC-3' 
XAD-gyrB-ID-R 5'-CTCGGCATTCATTTCGCCCA-3' 
XAD-gyrB-ID-F 5'- CCCGACCCTGGATGCACTC-3' 
XOO-gyrB-ID-F 5'-CCCGGCTTTGCTGACCGCAT-3 
XAN-virD4-F 5'-GTYCTGGACATCAAGCAGGA-3 
XAN-virD4-R 5'-CTTGTTGGGCTGGATGCCGATGTA-3' 
XAD-virD4-ID-F 5'-GTCGGGTGCTGCAGGTTACGGCC-3' 
XAN-rpoD- F 5'-GCCATAGGCCATCGCACGG-3' 
XAN-rpoD-R 5'-CGCCATCGCCAAGCGCATC-3' 
XOO-rpoD-ID-F 5'-ATCCAGCGCATCCTCGTCGACA-3' 
XAN-LE-F 5'-ACGAACGCCTTGCCGGTCCTGAAC-3' 
XAN-LE-R 5'-TGCAGCAGGACCTCAACCGTCT-3' 
XAD_LE_ID-F 5'-CAGCGCGTGGTCGGGATG-3' 
XAD-LE-ID-R 5'-AAAACGCCCATCCTCGGCCAGC -3' 
 
 
